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Résumé (frangais) :

L’addiction est une maladie psychiatrique aux conséquences lourdes dans nos sociétés modernes tant d’un
point de vue économique que de santé publique. Lors du sevrage apres un traitement chronique, des
adaptations a long terme se mettent en place au niveau neurochimique et morphologique. Les épisodes de

rechutes subsistent, méme apres de longues périodes d’abstinence.

Le but de ce travail de thése a été de caractériser des adaptations qui se mettent en place a court et long
terme dans le noyau accumbens (Nac) lors du sevrage apres un traitement chronique a la morphine (10
mg/kg, s.c., 1 fois par jour pendant 14 jours). Nous nous sommes intéressés en particulier aux altérations
ayant lieu spécifiquement a I’heure ou les animaux avaient I’"habitude de recevoir 'injection de morphine,
par rapport a une autre heure de la journée. Nous avons mis en évidence une augmentation spontanée de
dopamine extracellulaire dans le Nac au 1% et au 14°™ jour d’arrét du traitement, spécifiquement au
moment ou les rats recevaient I'injection de morphine, par rapport a une autre heure dans la journée. Il
pourrait s’agir d’une anticipation du caractére renforcant positif de la drogue, conditionnée par I’heure de
la prise de morphine. Des modifications dans la morphologie des neurones ont également été
observées dont notamment une diminution de la densité des épines dendritiques spécifiquement dans les
neurones épineux moyens du core du Nac a I'heure habituelle d’injection de morphine au 1% jour de
sevrage. Ceci est en parti dépendant du stress induit par les injections car une augmentation de la densité
des épines est observée lorsqu’une adrénalectomie est réalisée avant le début des traitements a la
morphine. Parallelement, nous nous sommes intéressés a la signalisation d’une neurotrophine impliquée
dans les phénoménes de mémoire et d’apprentissage, le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor).
Quatorze jours apres l'arrét des traitements, la signalisation du BDNF (les protéines de BDNF mature, le
proBDNF, lisoforme tronquée du récepteur TrkB.T1) augmente spontanément a I’heure habituelle
d’injection de morphine par rapport a une autre heure de la journée, dans le core du Nac. L’augmentation

éme

de BDNF est retrouvée au niveau périphérique, au 1% et au 14°™ jour de sevrage a I’heure habituelle
d’injection de morphine, par rapport a une autre heure de la journée. Au niveau périphérique, nous avons
montré que les variations de BDNF étaient spécifiques de la cocaine et de la morphine et que le

phénoméne ne se généralise pas a une récompense naturelle.

L’ensemble de ces résultats attire I'attention sur I'importance des modifications spontanées qui se mettent
en place au cours du sevrage a I'heure habituelle d’injection de drogue et qui perdurent dans le temps.
L'heure habituelle de consommation de la drogue constitue peut-étre une fenétre de temps ou les
individus abstinents seraient plus vulnérables a la rechute, ceci pouvant étre quantifiable objectivement via

des mesures régulieres du taux de BDNF périphérique.

Mots clés (frangais) : BDNF, morphine, épines dendritiques, dopamine
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Title: Cellular and molecular mechanisms of the « neurochemical memory » induced by morphine and

clinical issues

Abstract:

Addiction is a psychiatric disease with far-reaching consequences in our western countries both in
economical and public health issues. Chemical and morphological alterations are observed in the brain
during withdrawal following a chronic drug of abuse treatment. Even after a protracted abstinence, relapse

to drug-seeking and drug-taking occurs.

The aim of this research was to characterize the short and long term-alterations that took place in the
nucleus accumbens (Nac) during withdrawal following a chronic morphine treatment (10 mg/kg, s.c., once a

day during 14 days)

We particularly focused our attention on the alterations that occurred specifically at the usual hour of
morphine injection, compared to another hour of the day. We have stressed an increase of spontaneous
extracellular dopamine in Nac on the 1 (WD1 for withdrawal day 1) and the 14" day (WD14 for withdrawal
day 14) after the end of the treatment, especially at the time where rats were used to receive morphine,
compared to another time of the day. This may reflect a neurochemical anticipatory response to the
rewarding effects of morphine, which is a time-dependent conditioned response that mimics the effect of

the drug, only at the usual hour of injection.

Morphological alterations of accumbal neurons were also observed. On the 1* day of withdrawal, we
reported a decrease of dendritic spine density of medium spiny neurons in the Nac core at the usual hour
of injection compared to a basal level, measured at another time of the day. This is partly due to the stress
induced by injections as an increase of dendritic spine density was reported when adrenalectomy was
performed before the beginning of morphine treatment. In parallel, we also focus on the signaling pathway
of a particular neurotrophin involved in learning and memory, called BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor). Fourteen days after the end of the treatment, the BDNF signaling pathway (mature BDNF, proBDNF
and the truncated isoform the TrkB receptor proteins) increase at the usual hour of morphine injection

compared to another hour of the day in the Nac core.

We also found an increase in peripheral BDNF level, on WD1 and WD14 at the usual time of injection
compared to another time of the day. We demonstrated that those peripheral BDNF alterations were
specific of drugs of abuse (cocaine and morphine) as no alterations were reported with a natural reward (a

butter biscuit).
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Taken together, these results shed light into the importance of the long- term alterations that take place
during withdrawal at the usual time of drug injection. The hour at which an individual consumes drugs of
abuse may constitute a time-window where abstinent patients may be more prone to relapse. This

phenomenon may be objectively quantified by regular monitoring of peripheral BDNF level.

Keywords: BDNF, morphine, dendritic spine, dopamine
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Principales abréviations

Utilisées dans la communauté scientifique en France, certaines abréviations citées au cours de ce manuscrit

sont basées sur leur nom anglais.

AMPA : acide alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique

AMPc : adénosine monophosphate cyclique
ATV : aire tegmentale ventrale

BDNF : brain-derived neurotrophic factor
BHE : barriere héméto-encéphalique

COMT : catéchol-O-méthyltransférase
CPFm : Cortex Pré-frontal médian

CREB : C-AMP Response Element-binding protein
CRF : corticotrophin releasing factor

DAT : dopamine transporter

EAATSs: excitatory amino acid transporters
JNK: c-Jun N-terminal kinase

GABA : acide gamma-aminobutyrique

GAD: glutamic acid decarboxylase

GAT: GABA transporters

GDP : guanosine diphosphate

GTP guanosine triphosphate

KO: knock-out

L-DOPA : L-3,4-dihydroxyphenylalanine
LTD: Long-term depression

LTP: long-term potentiation

M3G : morphine-3-glucuronide

M6G : morphine-6-glucuronide

MAO: monoamine-oxydase

MOR: mu-opioid receptors

Nac: noyau accumbens

NGF: nerve growth factor

NMDA: n-méthyl-D-aspartate

PGP: permeability-GlycoProtein

PI3K: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-
kinase

PLCy: phospholipase C

RAVE: receptor activation versus endocytosis
RBP: RNA-Binding Protein

SNC: systéme nerveux central

TH: tyrosine hydroxylase

tPA : tissue plasminogen activator

TrkB : tropomyosin receptor kinase B
TrkB.FL : full-length tyrosine kinase receptor
TrkB.T1: truncated receptor isoform 1

UGT: UDP-glucuronyltransferase

UTR: untranslated transcribed region

VGAT : vesicular GABA transporter

VMAT2 : vesicular monoamine transporter 2
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Avant-propos

Le premier chapitre de l'introduction donne une définition globale de ce qu’est I'addiction et présente les
substrats neurobiologiques que la pathologie affecte. Au cours de ces travaux, ce sont les conséquences
d’un traitement a la morphine, un opiacé, qui ont été étudiées. Le chapitre 2 rapporte les modifications
neurobiologiques particulieres que vont engendrer les opiacés. Enfin, la recherche de biomarqueurs dans le
domaine de I'addiction est en pleine effervescence : on cherche en effet a pronostiquer la maladie afin de
prévenir au mieux les phénomeénes de rechutes a long terme. Parmi les biomarqueurs, le BDNF, un facteur
neurotrophique, pourrait étre un bon candidat. Il est en effet impliqué de facon physiologique dans
I"apprentissage et la mémoire, or 'altération de ces phénoménes est proposée par certains chercheurs
comme participant a I'évolution de la maladie (I’addiction peut étre considérée comme le résultat d’un
apprentissage aberrant). Le chapitre 3 est ainsi dédié a la présentation du BDNF, de son rdle physiologique
vers les régulations du BDNF dans les différents stades de I'addiction, dont notamment le sevrage et la

rechute.

Bien que I'usage des termes toxicomanie, dépendance et addiction soit débattu (Erickson and Wilcox, 2006;

O’Brien et al., 2006), ils seront employés indifféremment au cours de ce manuscrit.
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Introduction

« Sans imagination, il ne pourrait y avoir de création »

Albert Jacquard
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CHAPITRE 1 : L’ADDICTION : DE LA DEFINITION DE LA

MALADIE VERS LA NEUROBIOLOGIE

DEFINITION ET CRITERES DIAGNOSTIQUES

L’addiction est une maladie psychiatrique chronique qui engendre de lourdes conséquences dans
nos sociétés modernes, a la fois en terme de santé publique et au niveau économique. A ce jour, il n’y a pas
réellement de consensus sur la définition de I'addiction tant le concept est en évolution constante.
Etymologiquement, le terme vient du latin ad-dicere qui signifie « dire a ». On disait notamment d’un
esclave qu’il était dictus ad, c’est-a-dire « dit a » un maitre. Dans le droit romain ancien, |'addiction
représentait la contrainte par corps ol |'esclave, ne pouvant se substituer a ses dettes, était mis a
disposition de son créancier (Fernandez and Sztulman, 1997). Bien que renvoyant plutét a un versant
juridique, I'’étymologie du mot ameéne bien la problématique de dépendance et de soumission. En 1990, le
psychiatre Goodman propose une définition générale qui marquera le milieu de la psychologie et de la
psychiatrie des addictions, et selon laquelle I'addiction est « un processus par lequel est réalisé un
comportement ayant pour fonction de procurer du plaisir et de soulager un malaise intérieur, et qui se
caractérise par I'échec répété de son contrdle et sa persistance en dépit des conséquences négatives »

(Goodman, 1990).

Des caractéristiques claires distinguent bien l'usage récréatif et contrélé de I'addiction. Ainsi,
aujourd’hui, I’addiction inclut les notions de recherche compulsive de la drogue, associées a une perte de
contréle sur sa prise, favorisant I'émergence d’un désir persistant pour la drogue (autrement appelé
craving) (voir figure 1). A I'arrét de la consommation, des symptomes de sevrage peuvent émerger: un
état émotionnel négatif, des troubles cognitifs et des symptdmes physiques du sevrage. Les symptomes de
dépendance physique résultent d’adaptations dans les circuits neuronaux qui contrélent les fonctions
vitales comme le débit cardiaque ou la pression artérielle. Des drogues tel que I’éthanol et les opiacés vont
produire une dépendance physique alors que ce n’est pas le cas pour la cocaine ou les amphétamines
(Hyman and Malenka, 2001). Les épisodes de rechutes peuvent survenir au cours de cette période de
sevrage aigu. Les rechutes peuvent subvenir pour contrer les effets négatifs du sevrage, par une nouvelle

prise de drogue aux effets renforgants positifs.
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Usage récréatif / renforcement aigu

. !

Escalade de 1a consommation / Usage compulsif

!

Variables génétiques
Facteurs environnementaux Dépendance
Stress
Effets du conditionnement
Sevrage aigu rechutes
Sevrage prolongé

|
[
v

Rémission ?

Figure 1 : Les différentes étapes dans 1a mise en place de ’addiction

Les premiéres prises de drogue se font généralement dans un contexte social et provoquent un effet de renforcement positif trés fort. Bien que cela
ne soit pas systématique, il arrive que I'on passe de I'usage récréatif a une escalade de la consommation et a un usage compulsif qui menera a
I'addiction. L’arrét de la consommation constitue la période de sevrage, au cours de laquelle de nombreuses neuroadaptations vont se mettre en
place. Cette période d’abstinence peut durer quelques jours, mais aussi des semaines, des mois ou des années jusqu’a une éventuelle rémission.
Cependant, lors du sevrage et de |'abstinence prolongée, les rechutes peuvent apparaitre, réinitiant ainsi un cycle. L’entrée dans ce cycle de
dépendance et de rechute est dépendant de facteurs génétiques, environnementaux, du stress et des conditionnements liés aux prises de drogues
(Koob and Moal, 2005)

Lorsque ces symptomes physiques disparaissent, des épisodes de rechute peuvent encore étre
observés, y compris aprés de longues périodes d’abstinence (Hyman and Malenka, 2001; Wolffgramm and
Heyne, 1995). Les rechutes a long terme peuvent étre précipitées par une réexposition au contexte dans

lequel les prises de drogues s’effectuaient (O’Brien et al., 1992), ou encore par le stress (Sinha, 2011).

L’association américaine de psychiatrie n’a eu de cesse d’adapter la caractérisation clinique de I'addiction. Il
s’agit d’uniformiser le diagnostic de I'addiction afin d’objectiver au mieux la maladie. La caractérisation de
la maladie s’est faite dans un premier temps via des approches catégorielles (différenciant I'abus et la
dépendance), pour aller vers des approches dimensionnelles (avec un continuum de degré de sévérité). Ces
approches explicitent différents criteres répertoriés dans le manuel diagnostique et statistique des troubles
mentaux (DSM). La 5°™ et derniére édition de ce manuel (DSM-V), parue en 2013 propose ainsi 11 critéres
caractérisant les désordres d’usage de substances (encadré 1). L'individu présentant au moins 2 des 11
criteres a un moment donné sur une période continue de 12 mois est considéré comme dépendant. Le
nombre de critéres présents chez un individu marque la sévérité des troubles : la réponse de 2 a 3 criteres
indique un trouble léger, un trouble modéré correspond a la validation de 4 a 5 symptomes tandis qu’un

trouble est considéré comme sévere par la présence de 6 critéres ou plus.
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Addiction a une substance
L]
. Il s’agit d’un mode d’utilisation inadapté d’une substance conduisant a une altération du fonctionnement ou a
: une souffrance, cliniquement significative, caractérisée par la présence de deux (ou plus) des manifestations
. suivantes, a un moment quelconque d’une période continue de 12 mois.
s 1. La substance est souvent prise en quantité plus importante ou pendant une période plus
s prolongée que prévue
E 2. Il existe un désir persistant ou des efforts infructueux pour diminuer ou contréler I'utilisation de
. cette substance
i 3. Beaucoup de temps est passé a des activités nécessaires pour obtenir la substance, utiliser la
- substance ou récupérer ses effets
4. |l existe un craving ou une envie intense de consommer la substance
- 5. Lutilisation répétée de la substance conduit a I'incapacité de remplir des obligations majeures,
: au travail, a I'école ou a la maison
6. Il existe une utilisation de la substance malgré des problémes interpersonnels ou sociaux,
persistants ou récurrents, causés ou exacerbés par les effets de la substance
- 7. Des activités sociales, occupationnelles ou récréatives importantes sont abandonnées ou
3 réduites a cause de |'utilisation de la substance
8. |l existe une utilisation répétée de la substance dans des situations ou cela peut étre
physiquement dangereux
3 9. Lutilisation de la substance est poursuivie bien que la personne sache avoir un probleme
- psychologique ou physique persistant ou récurrent susceptible d’avoir été causé ou exacerbé
s par cette substance
10. Il existe une tolérance, définie par I'un des symptdmes suivants :
- - Besoin de quantités plus fortes de la substance pour obtenir une intoxication ou I'effet désiré
3 - Effet diminué en cas d’utilisation continue d’'une méme quantité de substance
- 11. Il existe un sevrage, caractérisé par I'une ou I'autre des manifestations suivantes :
- - Syndrome de sevrage caractérisé a la substance
3 - La substance (ou une substance proche) est prise pour soulager ou éviter les
-
Y symptomes de sevrage.
*
*
0. .0
0.... ""0
."--------------------------------------------------------------------------------------I“"
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Encadré 1 : Critéres diagnostiques de I’addiction a une substance selon le DSM-5
(American Psychiatric Association 2013)
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PREVALENCE DE L’ADDICTION

On définit la prévalence comme étant la proportion d’individu ayant une maladie a un moment donné ou
pendant un laps de temps bien précis. Il est important de préciser qu’une large majorité de la population
peut maintenir une consommation contrélée de drogues et en avoir un usage récréatif, sans développer
une addiction. En revanche, une certaine proportion, variable selon la drogue, va développer une
consommation compulsive et perdre progressivement le contréle sur sa consommation (Anthony et al.,
1994). Par exemple en 2013, 246 millions d’individus dans le monde (soit 1 personne sur 20 parmi une
population dgée de 15 a 64 ans) ont fait usage d’une drogue illicite (ONUDC, 2015). Parmi eux, 27 millions
de personnes ont un usage problématique de la drogue (consommation par voie intraveineuse ou usagers
réguliers d’opiacés, cocaine ou amphétamine). |l existe en effet une vulnérabilité multifactorielle a
I’addiction, qui sera explicitée dans la prochaine section. En France, 'alcool et le tabac sont les substances
les plus consommeées. L’observatoire francais des drogues et des toxicomanies (OFDT, http://www.ofdt.fr/)
rapporte que 29 % des adultes de 18 a 75 ans et 32 % des adolescents de 17 ans sont des fumeurs
quotidiens. Pour I'alcool, I'organisme dénombre 10% de consommateurs quotidiens chez les 18-75 ans et
12 % de consommateurs réguliers chez les adolescents. Il est également rapporté que 1,5 % des 18-64 ans

ont expérimenté I’héroine au moins une fois au cours de leur vie.

LA VULNERABILITE A L’ADDICTION

A I'heure actuelle, un nombre conséquent d’études s’intéressent aux facteurs de vulnérabilité dans le
développement de I'addiction. On sait aujourd’hui que le développement de I'addiction résulte de
I'interaction entre le produit lui-méme, I"environnement, et la vulnérabilité individuelle (Kreek et al.,
2002). Bien qu’ils soient détaillés de facon séparée ci-aprés, il est important de comprendre que ces
facteurs sont intimement associés dans la vulnérabilité a développer une dépendance. Aucun facteur isolé
ne saurait a lui seul expliquer la valeur prédictive du développement d’une addiction. La vulnérabilité liée
au produit dépend du pouvoir toxicomanogene de la substance (figure 2). Ainsi, la consommation de ces
produits pourra engendrer un risque d’apparition de complications d’ordres sanitaires, psychologiques et

sociales.
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psychédéliques, estimée
d’usagers
de drogues

Cocaine, 17%

5%

Drogues étant
Analgésiques, devenus
% dépendant Alcool, 15%
Anxiolytique, sédatifs Stimulant
et drogues autre que
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Figure 2 : Probabilité de développer une dépendance parmi les usagers de drogues
Adapté d’apres Anthony and Helzer, 2002

Les substances pharmacologiques classées en tant que drogues ont des structures et des propriétés
différentes, des cibles spécifiques et des effets comportementaux propres. Toutes agissent cependant
comme renforgant positif et peuvent induire une addiction. Peu d’individus ayant fait I'expérience de la
drogue vont avoir un usage compulsif et développer une addiction. Qu’est ce qui fait qu’un individu plutét
gu’un autre va développer une consommation compulsive ? Les propriétés pharmacologiques de la drogue
elle-méme vont induire une neuroplasticité qui pourra étre responsable d’une tolérance, d’'une
sensibilisation, d’un conditionnement, d’une dépendance et de symptomes de sevrage a l'arrét de la
consommation (Piazza and Le Moal, 1996). Parmi les risques individuels, on peut citer I'influence de la
génétique, les facteurs neurobiologiques qui sous-tendent différents traits de personnalités et I’aspect
psychologique responsable de comorbidités. Une étude a montré qu’il y a 8 fois plus de risques de
développer une addiction en ayant des membres proches (parents, fréres et sceurs) dans sa famille qui sont
déja dépendants a des substances, telles que les opioides, la cocaine ou encore le cannabis (Merikangas et

al., 1998).

Parmi les études génétiques réalisées, plusieurs variants et haplotypes localisés au niveau du gene codant
pour le récepteur opioide p (OPRM1) ont été associés a des phénomenes de dépendance (Kreek et al.,
2002; LaForge et al., 2000). Enfin, certains variants codant pour des enzymes de dégradation de I’éthanol
peuvent protéger contre le développement de I'alcoolisme. Par exemple, les génes codant pour I'enzyme

alcool déshydrogénase (ADH) et I'enzyme aldéhyde déshydrogénase (ALDH) ont des polymorphismes qui
24
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modifient leurs propriétés catalytiques et vont affecter de facon significative le métabolisme de I'éthanol.
Les individus possédant une enzyme tres active (l’allele ADH 2 en particulier) sont plutot protégés d’une
consommation excessive d’alcool, car I'accumulation d’acétaldéhyde dans l'organisme présente des

propriétés toxiques dissuasive (Kreek et al., 2005; Li et al., 2001).

De ces données, on ne peut pas conclure pour autant qu’il existe un géne qui déterminerait le
développement ou non d’une addiction chez un individu et les effets génétiques demeurent cependant

faibles et indirects.

Parmi les traits de personnalité pouvant prédisposer au développement d’une consommation compulsive
et a I'addiction on trouve I'impulsivité, la recherche de sensation, ou encore I'anxiété (pour revue, voir
Sarramon et al., 1999; Crews and Boettiger, 2009; Belin et al., 2016). La théorie de I'automédication de
Khantzian propose que la personnalité d’un individu (et ses failles comme une faible auto-estime) va
I'orienter vers une drogue en particulier. Par exemple certains individus ayant des comportements violents
trouvent dans la consommation d’opiacés un moyen de se sentir « normal, calme, apaisé et relaxé »
(Khantzian, 1997). Il s’agit la de soulager une souffrance ou un malaise. La maltraitance pendant I'enfance a
également été rapportée comme étant un facteur pouvant prédisposer a I'addiction (De Bellis, 2002). Le
stress post-traumatique provoqué par un tel évenement peut aussi amener l'individu a rechercher un

certain apaisement dans la consommation.

Le fait de posséder ces différents traits ne présage pas forcément le développement de I'addiction. Le
stress est également un facteur facilitant I'initiation de la prise de drogue et I'escalade de la consommation
chez les adolescents et jeunes adultes (Sinha, 2008). La dépression(Arango-Lievano and Kaplitt, 2015) fait
partie des facteurs individuels qui pourrait faciliter le passage vers I'addiction. Il y a en effet une forte
comorbidité entre la dépression et I'addiction puisque la prévalence de la dépression chez les individus

dépendant est de 30 % (Arango-Lievano and Kaplitt, 2015; Quello et al., 2005; Thoma and Daum, 2013).

Enfin, I'influence de I’environnement va se faire a plusieurs niveaux. Les facteurs sociodémographiques et
socioculturels mais aussi I'éducation, les rapports familiaux peuvent influencer la vulnérabilité (Swendsen
and Le Moal, 2011). Il y a par exemple différentes prévalences a la dépendance de drogues selon les pays,
qui peuvent étre expliquées par la disponibilité des drogues et les politiques de prévention et de répression
propres aux pays. L'ensemble de ces facteurs, dits épigénétiques, peuvent entrainer un usage

problématique de la drogue et une dépendance et font I'objet de nombreuses études aujourd’hui.

La présence de polluants dans I'environnement en tant que facteur de vulnérabilité pose actuellement
guestion. Ces derniers peuvent en effet altérer la fonction du transporteur de la dopamine (DAT), ou
encore les taux extracellulaires de dopamine et de glutamate, ce qui prédispose a certaines maladies

neurodégénératives comme la maladie de Parkinson et Alzheimer (Sussman et al., 2015). Le
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développement de I'addiction étant le siege de remaniement neurochimique, il n’est pas impossible que les
polluants jouent aussi un role dans la vulnérabilité a développer une addiction (Allen et al., 2013; Sussman

et al., 2015).

Comme précédemment évoqué, tous les individus exposés a une méme quantité de produit ne
vont pas forcément développer une addiction. L'étude de I'addiction chez ’homme possede, ne serait-ce
que d’un point de vue éthique, un certain nombre de limites. La présence de facteurs confondants, les poly-
consommations, la sélection de cohortes peu représentatives de la population générale limitent
I'interprétation des résultats des études cliniques. La modélisation de I’addiction chez I'animal, bien
gu’imparfaite a I’heure actuelle, permet I'obtention de résultats dont les conditions expérimentales sont
finement contrblées. Grace a ces modeles, des endophénotypes prédictifs d’'une prise compulsive de
drogues et de la transition vers |'addiction ont été identifiés chez le rongeur (Belin et al., 2016), de méme
gue des facteurs protecteurs, comme un environnement enrichi (Solinas et al., 2008). Par exemple il a été
montré que I'anxiété chez des rats, mesurée par le test du labyrinthe en croix surélevé, était un critere de
vulnérabilité dans I'escalade de la prise de cocaine. En revanche, avec I’héroine, les scores d’anxiété ont été

décorrélés des scores d’escalade de la consommation (Dilleen et al., 2012).

‘LE CIRCUIT DE LA RECOMPENSE ET LES SUBSTRATS BIOLOGIQUES DE

‘ L’ADDICTION

Différentes théories de I’addiction, résumées succinctement dans l'encadré 2, tentent d’expliquer et
définissent I'addiction selon différentes approches en fonction des données scientifiques que I'on posséde.
Ces théories mettent en lumiére des substrats neurobiologiques communs altérés par toutes les drogues.
Bien qu’elles partagent des mécanismes communs (Nestler, 2005), les processus psychologiques et
neurobiologiques qui sous-tendent I'addiction sont cependant différents selon les drogues (Badiani et al.,

2011; Kreek et al., 2005; Nestler, 2005).
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Les théories de Paddiction

Différentes théories ont été développées pour comprendre pourquoi une personne va consommer de
la drogue, et comment se fait la progression de I'usage récréatif vers une consommation compulsive.
Bien que non exhaustives, les principales théories présentées ci-dessous ont fortement orienté les
recherches dans le domaine de I'addiction.

Théorie psychomotrice de ’addiction

Cette théorie nait de la théorie du renforcement positif, dans laquelle toutes les drogues activent le
systeme dopaminergique mésocorticolimbique. Selon cette théorie, les drogues, qui ont des
propriétés renforcantes et un potentiel addictogene induisent une activation psychomotrice due a
I’activation du systéeme dopaminergique (Wise and Bozarth, 1987).

Sensibilisation de l1a motivation

Cette théorie se base sur le fait que les drogues augmentent la transmission dopaminergique au
sein du circuit mésocorticolimbique. L’activation de ce dernier est favorisée par le contexte et les
indices associés a la prise de drogue. Au fur et a mesure des prises, ces indices vont prendre une
valence motivationnelle extrémement importante. La prise répétée de drogue induirait des
modifications neurobiologiques telles que le systeme serait hypersensible aux drogues et aux stimuli
contextuels qui lui sont associés (Robinson and Berridge, 1993, 2000).

Hédonie allostasique

Cette théorie se base initialement sur la théorie motivationnelle des processus opposants. Si I'usage
initial de drogue est contrélé par ses effets récompensants, 'usage chronique améne lui a une
diminution des effets positifs et au recrutement d’un systéme lié au stress. Ceci se traduit par un
nouvel « état » que I'on appelle I'état d’allostasie hédonique, qui représente un abaissement dans le
seuil normal de récompense (Koob and Le Moal, 1997; Solomon and Corbit, 1974)

Apprentissage abberant

Avec le temps, les stimuli environnementaux associés aux prises de drogue suffisent eux méme a
provoquer un désir tres fort pour la drogue.

Si au départ la prise de drogue est controlée par un mécanisme dépendant des conséquences de la
prise (action — conséquence, mémoire exacerbée des effets hédoniques de la drogue), il se produit
une transition vers un comportement automatique ou c’est le stimulus qui engendre la réponse. A
terme, ceci est responsable de la compulsion (Berke and Hyman, 2000; Everitt et al., 2001; O’Brien
etal., 1992)
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Les neurotransmetteurs impliqués dans le systéme de récompense

Au cours de ces travaux de thése, nous nous sommes concentrés sur I'analyse de 3 neurotransmetteurs : la

dopamine, le glutamate et le GABA.

Le glutamate et I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) sont les neurotransmetteurs les plus
communs dans le systéme nerveux central (SNC) et sont respectivement excitateur et inhibiteur. Au niveau
physiologique, le glutamate est le neurotransmetteur clé indispensable aux phénoméenes de mémoire et
d’apprentissage, or les phénomeénes d’anticipation requierent des processus mnésiques renforcés (Adcock
et al., 2006; Antle and Silver, 2009). Dans la mesure ou ils appartiennent a la méme voie métabolique, une
balance entre le GABA et le glutamate est nécessaire aux fonctions physiologiques du (SNC) (Petroff, 2002).
Des perturbations dans le ratio de ces neurotransmetteurs sont décrites lors de la dépression (Sanacora et
al., 2004) ou lors de stress post-traumatiques (Rossi et al., 2009). D’autre part, il a été montré chez
I’'hnomme et chez I’animal une perturbation de la balance GABA/glutamate lors du sevrage aigu a I’alcool.
Une diminution de la concentration du GABA et une augmentation de la concentration de glutamate ont
été relevées dans le plasma chez des patients admis aux urgences pour une intoxication aigué a I’alcool
(Brousse et al., 2012). Des perturbations dans les balances de GABA et de glutamate lors du sevrage
pourraient donc étre généralisées a d’autres drogues. Il a d’ailleurs été montré une augmentation du taux
extracellulaire de GABA au niveau central aprés 3 semaines d’arrét d’un traitement a la cocaine chez le rat
(Xi et al., 2003). Avec la morphine, la drogue utilisée au cours de ces travaux, une forte altération de la
signalisation glutamatergique dans plusieurs régions cérébrales au cours du sevrage a été reportée (Peters

and De Vries, 2012; Xu et al., 2003). Ces altérations seront détaillées dans le chapitre suivant.

Enfin, les phénomeénes d’anticipation, décrits dans la derniére partie de ce chapitre, sont relayés
au niveau neurochimique par des modifications de la décharge des neurones dopaminergiques dans le

circuit de la récompense (Schultz, 2006).

LA DOPAMINE

La dopamine, au méme titre que la norépinephrine et I'épinephrine, fait partie des catécholamines qui
jouent un réle central dans la régulation des processus physiologiques tels que la locomotion, la cognition,
les renforcements positifs ou encore la prise alimentaire. Quatre voies dopaminergiques ont été identifiées
dans le cerveau de mammiféres: il s’agit des systemes nigrostrié, mésolimbique, mésocortical et
tubéroinfundibulaire (Andén et al., 1964; Beckstead et al., 1979; Bjorklund and Dunnett, 2007; Fallon and
Moore, 1978; Lindvall et al., 1978).
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La voie mésocorticolimbique, qui regroupe le systeme mésolimbique et mésocortical, sera détaillée dans la

prochaine section car elle intervient spécifiquement dans le processus de récompense.

Si la dopamine est un neurotransmetteur important au niveau central, elle est également produite par les
organes mésentériques. En effet, prés de la moitié de la dopamine est synthétisée dans le tractus gastro-
intestinal (Eisenhofer et al., 1997). Au niveau périphérique, la dopamine participe a la régulation hormonale
ainsi qu’aux fonctions cardiovasculaires. Dans le systéme nerveux central (SNC), la biosynthése de la
dopamine (figure 3) se fait en deux étapes dans le cytosol des neurones catécholaminergiques : I'acide
aminé précurseur, la L-tyrosine, est hydroxylée par I'enzyme tyrosine hydroxylase (TH) pour produire la
dihydroxyphénylalanine (L- DOPA) (Meiser et al., 2013). La L-DOPA est ensuite décarboxylée en dopamine
par la DOPA décarbocylase (AADC).

Neurone dopaminergique
présynaptique

meétabolite
@ enzyme

3 transporteur

CH;— CH — NH,
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Figure 3 : Biosynthése (gauche) et métabolisme (droite) de la dopamine au niveau

neuronal
DA : dopamine, Tyr: tyrosine, TH : tyrosine hydroxylase, L-DOPA : L-3,4 dihydroxyphenylalanine, VMAT2 : Vesicular Monoamine Transporter 2,
DAT : dopamine transporter, adapté d’apres Meiser et al, 2013 et Elsworth et Roth, 1997

La dopamine produite est ensuite stockée au niveau des terminaisons axonales dans des vésicules
synaptiques par le transporteur vésiculaire de monoamine VMAT?2. Lors d’un influx nerveux sur le neurone

dopaminergique, les vésicules vont fusionner avec la membrane plasmique et permettre la libération de la
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dopamine dans la fente synaptique. La dopamine pourra alors interagir avec des récepteurs post-
synaptiques ou des autorécepteurs pré-synaptiques. La quantité de dopamine extracellulaire libérée va
étre liée au profil de décharges neuronales(Diana and Tepper, 2002)(Diana and Tepper 2002)(M. Diana &
Tepper, 2002)(Diana and Tepper, 2002)(51). Par exemple, lorsque les neurones dopaminergiques
déchargent « en bouffées » (série de potentiels d’action rapides intervenant dans un intervalle de temps
réduit : 3 a 10 potentiels d’actions dans un intervalle compris entre 40 et 80 ms), la quantité de dopamine
extracellulaire quantifiée est plus importante que lors de décharges toniques plus régulieres. Lors d’une
menace par exemple, cette activité de décharge des neurones dopaminergiques maintien I'organisme en

éveil pour s’adapter au stimulus (Diana and Tepper, 2002; Gonon, 1988; Grace, 2016).

Les récepteurs post-synaptiques de la dopamine sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires
couplés a des protéines G. Selon la protéine G couplée aux récepteurs, ils ont été classés en 2 groupes : les
récepteurs de type 1 (D1-like), comprenant les récepteurs D1 et D5, et les récepteurs de type 2 (D2-like),
parmi lesquels on trouve les récepteurs D2, D3 et D4 (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Les récepteurs de
type 1 sont couplés a une protéine Ga,, qui va stimuler la production d’AMPc (cyclic adenosine
monophosphate) via I'adénylate cyclase. Les récepteurs de type 1 ne sont retrouvés qu’au niveau post-
synaptique, contrairement aux récepteurs de type 2 que l'on peut retrouver également au niveau pré-
synaptique, ou ils y ont la fonction d’autorécepteurs. Les récepteurs de type 2 sont couplés a la protéine
Ga;, qui induit une inhibition de I'adénylate cyclase (Kebabian and Calne, 1979; Missale et al., 1998; Vallone
et al.,, 2000). La stimulation des autorécepteurs au niveau somato-dendritiques diminue le taux de
décharges des neurones dopaminergiques alors que leur stimulation dans la partie terminale inhibe la

synthése et/ou la libération de dopamine (Elsworth and Roth, 1997).

L’élimination de la dopamine dans la fente synaptique marque I’arrét du signal. Celui-ci peut se faire par
recyclage de la dopamine par recapture (80 % de la dopamine libérée) via le transporteur de la dopamine
DAT dans le neurone pré-synaptique (Eriksen et al., 2010). Enfin, la dopamine peut étre métabolisée par 2
enzymes : via la monoamine oxydase (MAOQ) ou par la catéchol-O-methyltransférase (COMT) (Meiser et al.,

2013).

LE GLUTAMATE

On considere le L-glutamate comme P'acide aminé majeur relayant des signaux excitateurs dans le SNC des
mammiféres (Erecinska and Silver, 1990). Il est impliqué dans bons nombres de fonctions physiologiques
telles que les apprentissages, la mémoire ou encore la cognition. La transmission glutamatergique doit étre
finement controlée, toutes variations en dehors d’une certaine limite physiologique peuvent entrainer des
effets néfastes. En effet une concentration extracellulaire excessive de glutamate conduit, via une
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dépolarisation neuronale continue, a un processus toxique appelé excito-toxicité (Kalivas, 2009). Tout
comme la dopamine, le glutamate a également un réle dans les organes et tissus périphériques qui ne sera
pas abordé ici mais est décrit largement dans la littérature (Carlton, 2001; Du et al., 2016; Hinoi et al., 2004;

Nedergaard et al., 2002).

La majorité du glutamate présent dans le cerveau résulte d’une synthése de novo par les astrocytes via le
cycle de Krebs. En effet, la barriere hémato-encéphalique (BHE) prévient le passage du glutamate de la
périphérie vers le cerveau afin d’éviter les phénomeénes d’excito-toxicité (Hawkins, 2009; Hertz et al.,,
1999). Pour maintenir une transmission glutamatergique, les neurones glutamatergiques sont en effet
dépendants des astrocytes, qui contiennent les enzymes nécessaires a la synthese du précurseur neuronal
du glutamate : la glutamine (un acide aminé non neuroactif), a partir du glucose (Hamberger et al., 1979;
Schousboe et al.,, 2014). On parle de synapse glutamatergique tripartite ( neurones pré- et post-

synaptiques et les astrocytes) (Parpura et al., 1994) (figure 4).

Dans les neurones, le glutamate est stocké dans des vésicules synaptiques via les transporteurs
vésiculaires de glutamate vGluTs. Lors d’un influx nerveux, les vésicules fusionnent avec la membrane
plasmique, et le glutamate est libéré par exocytose, par un mécanisme dépendant du calcium (Parpura
and Verkhratsky, 2012). La libération du glutamate ne se fait pas qu’au niveau du neurone pré-synaptique :
les astrocytes en liberent aussi, soit par un mécanisme dépendant du calcium (Parpura et al., 1994), soit pas
un antiport anionique qui permet I'échange d’une L-cystéine extracellulaire contre un L-glutamate

intracellulaire a travers la membrane plasmique (Bridges et al., 2012).

Dans la fente synaptique, le glutamate peut activer une famille de récepteurs canaux ioniques, dont les
noms refletent les ligands exogenes sélectifs de chaque sous-type, comprenant le N-métyhl-D-aspartate
(NMDA), I’'a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazole-4-propionate (AMPA), et le kainate (Traynelis et al., 2010).
Les récepteurs AMPA comprennent 4 sous-unités (GluR1-4) qui vont s’associer selon différentes
combinaisons en tétraméres. Les sous-unités different majoritairement a cause de modifications post-
traductionnelles, ce qui leur confére des propriétés uniques. Par exemple, la sous-unité GIuR2 des

récepteurs AMPA est imperméable au calcium (Burnashev et al., 1992; Isaac et al., 2007).

Si la plupart des récepteurs AMPA contiennent la sous-unité GIuR2, I'activité synaptique peut modifier la
stoechiométrie de la composition des récepteurs AMPA et de ce fait permettre un influx calcique dans les

cellules (Clem and Barth, 2006)

(Burnashev et al., 1992; Isaac et al., 2007)Les récepteurs NMDA sont des hétéro-tétrameres composés de 2
sous-unités NR1 et 2 sous-unités de la famille NR2 ou NR3. Les sous-unités NR1 sont ubiquitaires dans le
cerveau alors que les autres sous-unités sont plus spécifiques. Dans les neurones épineux moyens du

striatum, il y a prédominance des sous-unités NR2B (Monyer et al., 1992).
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Les récepteurs kainate et AMPA sont impliqués dans la transmission synaptique rapide : la liaison du
glutamate provoque un changement conformationnel permettant I'entrée de sodium dans le neurone post-
synaptique. Les récepteurs NMDA sont quant a eux uniques dans le sens ou, pour étre activés, ils
requiérent a la fois la liaison du glutamate, mais également la dépolarisation membranaire (via 'activation
des récepteurs AMPAs) afin de libérer I'ion magnésium bloquant le canal. En plus du glutamate, les
récepteurs NMDA requierent la liaison d’un co-agoniste, la glycine, pour étre actif. Elle se lie a I'extrémité
N-terminale des sous-unités NR1. Une fois les récepteurs activés, le calcium et le sodium entrent dans la
cellule et vont permettre la formation des courants post-synaptiques excitateurs (Rudy et al., 2015). En
outre, l'influx calcique est nécessaire pour la potentialisation a long terme dépendante des récepteurs
NMDA. L’activation des récepteurs NMDA va ainsi avoir des effets a long terme et permettre la stabilisation

et la réorganisation des synapses.

Neurone pré-synaptique
glutamatergique

®

:
/

© Glutamine (gin)

glutaminase

@® glutamate

R AMPAR

Kainate R NMDA mGIuR

EAAT

Neurone post-synaptique

Figure 4 : Représentation simplifiée d’une synapse glutamatergique tripartite

Le neurone pré-synaptique contient les vésicules constituant des réserves de glutamate, par I'intermédiaire des transporteurs vGluTs. Dans I'espace
synaotique, le glutamate peut activer des récepteurs ionotropiques ou métabotropiques. Via les transporteurs EAATS présents sur toutes les
membranes, le glutamate peut étre recapté au niveau intracellulaire. C’est dans les astrocytes que le processus de recapture est le plus important.
Le glutamate y est transformé en glutamine, qui sera redistribué dans le neurone pré-synaptique afin d’étre recyclé en glutamate.
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Le glutamate active aussi des récepteurs couplés aux protéines G : des récepteurs métabotropiques (Pin
and Duvoisin, 1995). Ces récepteurs peuvent étre situés sur les membranes pré- et post-synaptiques
neuronales et sur les astrocytes. Les oligodendrocytes expriment également ces récepteurs. Compte tenu
du fait qu’il n’y a pas d’enzyme de dégradation dans la fente synaptique, une régulation fine du glutamate a
été mise en place. Ainsi, différents transporteurs vont recapter le glutamate au niveau intracellulaire. Cing
transporteurs d’acides aminés excitateurs différents (appelés EAATs) ont été identifiés et sont a la fois
exprimés dans le neurone (EAAT3, EAAT4, EAATS) et dans les astrocytes (EAAT1, EAAT2) (O’Shea, 2002;
Shigeri et al., 2004). Dans les astrocytes, le glutamate pourra étre transformé en glutamine par la
glutamine synthétase. La glutamine pourra étre recaptée ensuite par le neurone, qui synthétisera le
glutamate via I'’enzyme glutaminase par hydrolyse (Nedergaard et al., 2002; Rowley et al., 2012). Il a été
montré in vivo qu’environ 80 % du glutamate était converti en glutamine puis réutilisé, tandis que les 20 %
restants étaient dégradés par oxydation (Rothman et al., 2011). Ce systéme permet d’éviter I'accumulation

de glutamate dans la fente synaptique afin de prévenir les phénomeénes d’excitotoxicité.

LE GABA

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur dans le cerveau (I'autre étant la glycine). Le GABA
est synthétisé par la décarboxylation du glutamate (Roberts and Frankel, 1950), une réaction catalysée par
I’enzyme cytosolique acide glutamique décarboxylase (GAD), qui existe sous deux isoformes de poids
moléculaires différents et sont nommés GAD65 et GAD67 (Esclapez et al., 1994). Comme explicité ci-dessus,
le glutamate neuronal peut provenir (1) directement de la recapture du glutamate extracellulaire ou (2) de
la glutamine venant des astrocytes, qui peut étre transformée en glutamate par la glutaminase dans la
matrice mitochondriale du neurone. Dans le neurone, le GABA peut étre synthétisé via le glutamate car les
transporteurs glutamatergiques sont exprimés sur les neurones GABAergiques (Mathews and Diamond,
2003; Sepkuty et al., 2002). Deux voies de synthése sont possibles : la GAD étant cytosolique, le GABA peut
y étre directement synthétisé a partir du glutamate cytosolique, ou bien, la synthese peut impliquer le cycle
de Krebs, dans la mitochondrie, former I’a-ketoglutarate, puis le glutamate via I'aspartate aminotransférase
(Schousboe et al., 2013). Le GABA est ensuite stocké dans des vésicules via le transporteur vésiculaire

d’acide aminé inhibiteur nommé vGAT (figure 5).
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Figure 5§ : Représentation simplifiée de 1a synthése et du métabolisme du GABA
VGAT : transporteur vésiculaire du GABA ; GAT : transporteur membranaire du GABA, GAD : acide glutamique décorboxylase, gin : glutamine, glu :
glutamate, adapté et modifié d’aprés Hertz, 2013; Petroff et al., 2002; Rowley et al., 2012.

Une fois libéré dans I'espace synaptique par exocytose, le GABA se lie a plusieurs types de récepteurs
différents. Les récepteurs GABA, sont des canaux ioniques perméables aux ions chlore. L'entrée d’ions
chlore résulte en I'inhibition du neurone et diminue la probabilité d’apparition d’un potentiel d’action. Au
contraire, les récepteurs GABAg sont des récepteurs métabotropiques, couplés aux protéines G et
réagissent a la liaison du GABA en se dimérisant et en activant des cascades de signalisation. Il existe aussi
des récepteurs GABA, tres exprimés dans la rétine. Ce sont des récepteurs canaux perméables au chlore,
comme les récepteurs GABA, En mesurant I'affinité de liaison du GABA pour ses récepteurs, il a été montré
que le GABA était environ 7 fois plus affin pour le récepteur GABA (ECso : 4,2 UM) que pour le récepteur
GABA, (ECsg : 27,1 uM) (Feigenspan and Bormann, 1994).

Contrairement au glutamate, la recapture de GABA est la plus efficace dans les neurones : seul 10 a 20% du
GABA libéré dans la synapse sera recapté par les astrocytes, le reste est recapté par les terminaisons
neuronales pré-synaptiques (Schousboe, 2000). La recapture du GABA s’effectue par 4 transporteurs,
nommeés GAT. GAT-1 est rapporté comme étant le transporteur neuronal prédominant alors que les autres

sont plus ubiquitaires.
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Dans les astrocytes, le GABA est catabolisé de fagon séquentielle en succinate par les enzymes
mitochondriales GABA transaminase et la deshydrogénase succinate semialdehyde. Ces enzymes sont a la
fois exprimées par les neurones et les astrocytes. On estime que 90% du GABA dans le SNC des

mammiféres est dégradé de cette maniere (Roth et al., 2012).

Si les 3 neurotransmetteurs précédemment décrits sont indéniablement importants dans les phénoménes
physiopathologiques, il n"'en demeure pas moins que d’autres, tels que I'acétylcholine, la noradrénaline
(Weinshenker and Schroeder, 2006) ou encore la sérotonine (Miller and Homberg, 2015) jouent des roles

clés dans la mise en place de I'addiction.

éAnatomie du circuit de 1a récompense

Dopaminergique

® ——< GABAergique

Figure 6 : Schéma du circuit de 1a récompense sur une coupe sagittale de cerveau de

rongeur
ATV : Aire Tegmentale Ventrale ; AMY : Amygdale ; Nac : Noyau accumbens ; CPFm : Cortex Pré-Frontal médian, Hipp : Hippocampe

Des premieres expériences d’autostimulation intracraniale mises en place par Olds et Milner au début des
années 50 (Olds and Milner, 1954) aux techniques optogénétiques actuelles (Witten et al., 2011), la
recherche d’aires cérébrales participant aux processus de récompense et de motivation a mis en évidence
des réseaux de neurones interconnectés activés, entre autres, par les récompenses naturelles (la
nourriture, I'eau, le sexe) (figure 6) (lkemoto and Wise, 2004; Joffe et al., 2014). Ce réseau est constitué du

systéme mésocorticolimbique.

Au sein du systéeme, la dopamine est produite dans I'aire tegmentale ventrale (ATV). Outre les 60% de
neurones dopaminergiques présents, cette aire comprend également des interneurones GABAergiques

(environ 25 %), dont I'activité inhibitrice régule la fonction des neurones dopaminergiques. Il existe aussi
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des neurones glutamatergiques (15 %) dans I’ATV (Nair-Roberts et al., 2008). Les neurones de I'ATV vont
envoyer des projections dans différentes aires, dont le noyau du lit de la strie terminale, I'amygdale, le
pallidum ventral, le cortex préfrontal et le striatum (Kalivas and Volkow, 2005). Ce dernier peut étre
décomposé anatomiquement en une partie dorsale, et une partie ventrale : le noyau accumbens (Nac). On
parle souvent du noyau accumbens comme d’une interface qui permet aux signaux motivationnels et
émotionnels d’étre traduits en une réponse adaptative comportementale. La plupart des drogues vont
augmenter de fagon non physiologique la concentration extracellulaire de dopamine dans le Nac (Di
Chiara and Imperato, 1988; Wise and Gardner, 2002) de fagon directe ou non, via différentes cibles
moléculaires qui sont résumées dans le tableau 1 et la figure 6. Histologiquement, et au regard de ses
différentes afférences et efférences, le Nac est lui-méme subdivisé en 2 régions, le core et le shell, chacune
recevant des afférences dopaminergiques de I'ATV. Si le Nac shell envoie des projections GABAergiques
vers le pallidum ventral médian, I'ATV et I’hypothalamus, le Nac core en envoie lui vers le pallidum ventral
latéral, la partie médiale de la substance noire pars réticulée et vers le noyau sous-thalamique (Ambroggi et

al., 2011).

Quatre-vingt-quinze pour cent des neurones du Nac sont des neurones épineux de taille moyenne
GABAergiques. Le reste du Nac est composé d’interneurones GABAergiques ou cholinergiques. La fonction
des neurones épineux moyens va dépendre non seulement des afférences et des efférences recues, mais
également du phénotype des neurones en eux-mémes. En effet, les neurones épineux moyens du Nac
peuvent étre subdivisés en neurones porteurs des récepteurs dopaminergiques de la famille D1 (on parle
des récepteurs « D1 like » et cela inclut les récepteurs dopaminergiques D1 et D5) ou en neurones porteurs
des récepteurs dopaminergiques de la famille des récepteurs D2 (incluant les récepteurs D2, D3 et D4)
(Surmeier et al., 2011). Il a été montré que la stimulation des neurones porteurs de récepteurs D1 dans le
Nac stimule la production d’AMPc et excite les neurones qui projettent directement dans I'ATV et le
pallidum ventral (la voie directe). En revanche, I'activation de la protéine Gi couplée au récepteur de la
famille D2 inhibe la production d’AMPc, ce qui tend a inhiber les neurones projetant sélectivement vers le

pallidum ventral (voie indirecte) (Lu et al., 1998; Surmeier, 2007).

Le Nac recoit des afférences excitatrices glutamatergiques en provenance du cortex pré-frontal (CPF). Ce
dernier est impliqué dans des fonctions exécutrices et dans les processus cognitifs de flexibilité. Parmi les
structures limbiques également impliquées dans la récompense, I’hippocampe a un réle primordial dans les
phénoménes de mémoire et d’apprentissage et envoie des projections glutamatergiques vers le Nac
(Friedman et al., 2002). Une stimulation directe des axones de I'hippocampe ventral dans le Nac par
optogénétique augmente I'activité locomotrice induite par la cocaine tandis qu’une inhibition de ces fibres

I'atténue (Britt et al., 2012).
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Enfin, 'amygdale basolatérale intégre des informations positives et négatives provenant des stimuli

environnementaux en leur attribuant une valeur émotionnelle (Phelps and LeDoux, 2005).
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Drogues

Cible(s)

Mécanismes augmentant la libération de dopamine

Psychostimulants
(cocaine,
amphétamine,

methamphétamine)

DAT

Agissent au niveau des transporteurs de recapture des
monoamines. La cible majeure est le transporteur de
la dopamine (DAT).

Cocaine : Bloque le DAT pré-synaptique, au niveau des
fibres terminales monoaminergiques de [laire
tegmentale ventrale projetant vers le Nac.
Méthamphétamine, amphétamine: libération de
dopamine a partir des vésicules des terminaisons
dopaminergiques.

Opioides

(héroine, morphine)

MOR

Désinhibition des neurones dopaminergiques de I'ATV
par inhibition des interneurones GABAergiques
contenant les récepteurs opioides i dans I'ATV

Nicotine

Récepteurs

nicotiniques

Activation directe des neurones dopaminergiques de
I’ATV par stimulation des récepteurs nicotiniques, et
indirectement en  stimulant les récepteurs
nicotiniques des fibres glutamatergiques terminales
projettant vers les neurones dopaminergiques de
I'ATV

Alcool

Cibles multiples
dont récepteurs
GABA, et
NMDA

Facilite la transmission GABAergique : désinhibition
des neurones dopaminergique de I'ATV via les
interneurones GABA ou inhibition des fibres
glutamatergiques qui régulent la libération de
dopamine dans le NAC

Cannabinoides

CB1

Régule la signalisation dopaminergique via les
récepteurs CB1 dans les neurones du Nac et dans les
fibres glutamatergiques et GABAergiques projetant
vers le Nac
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Figure 7 : Les cibles d’action de différentes drogues
D’aprés Nestler et al, 2005

Tableau 1 : Les mécanismes permettant aux drogues une libération de dopamine dans le noyau accumbens
Adapté d’aprées Volkow et al., 2011.
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Bien que nécessaire dans les phénomenes de motivation et de récompense, il semble que la dopamine ne
soit pas suffisante a elle seule pour expliquer I'ensemble des processus renforcants. Son réle clé est en
effet nuancé. Des études montrent que des animaux dont I'enzyme tyrosine hydroxylase (permettant la
biosynthése de la dopamine) a été inactivée présentent toujours des préférences hédoniques (préférence
pour le sucrose et la saccharine) (Cannon and Palmiter, 2003) ou encore développent une préférence de

place conditionnée a la morphine (Hnasko et al., 2005).

Les processus neurobiologiques qui sous-tendent I'addiction sont donc complexes et
multifactoriels. Les drogues vont induire des neuroadaptations a long terme, au niveau structural,
cellulaire, moléculaire et génomique (Hyman and Malenka, 2001). Une fois ces altérations
neurobiologiques mises en place, des épisodes de rechutes peuvent survenir. En général, la rechute est
facilitée par un contexte particulier : en présence de personnes qui consomment la drogue, ou en étant
dans un environnement qui aura marqué la disponibilité de la drogue. Dans ce contexte, 'anticipation de la
disponibilité immédiate de la drogue va avoir un effet motivationnel et émotionnel important chez les

toxicomanes.

SOUVENIRS ET ANTICIPATION DES RECOMPENSES

Au niveau comportemental chez I'animal, des vocalisations (50 kHz) traduisant une anticipation de la
récompense ont été relevées chez le rat lors de la présentation d’un indice associé a une stimulation intra-
craniale dans I'hypothalamus latéral (Burgdorf et al., 2000). Au niveau neurochimique, les travaux de
Schultz chez le primate non humain ont montré que les neurones dopaminergiques jouaient un role
primordial dans les phénoménes d’anticipation : de décharges dopaminergiques lors de la présentation
d’une récompense, il se produit un transfert en faveur d’une décharge de dopamine lors de la présentation

d’un indice signalant la disponibilité imminente de la récompense (Schultz, 1998).

Au sein de notre laboratoire, des augmentations d’enképhalines, des peptides opioides endogenes (Nieto
et al., 2002) et de dopamine (Benturquia et al., 2008) ont été montrées dans le Nac de rats ayant développé
une préférence de place a la morphine. Cette augmentation spontanée survient au moment ou I’'animal est
replacé dans I'environnement précédemment associé a la drogue sans qu’aucune injection de morphine ne
soit réalisée. Il pourrait s’agir ici du souvenir d’une récompense préalablement obtenue qui se traduirait par

des modifications neurochimiques.

Chez I’'homme, en modélisant un craving pour la cocaine via la présentation de vidéos liées a la drogue aux
sujets, une augmentation du flux sanguin vers certaines régions limbiques telle que I'amygdale a été
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rapportée. Une activation du systéme limbique fait donc partie du craving a la cocaine induit par les indices

(Childress et al., 1999).

Au-dela de ces stimuli contextuels, il a été proposé que I’heure de la journée associée a la prise de
drogue puisse influencer le comportement de recherche de drogue : en augmentant les symptomes de
sevrage, en éveillant un état interne a la recherche de produits, ou encore en augmentant la sensibilité aux

indices associés a la drogue a ces moments précis (Kosobud et al., 2007).

Cette anticipation peut étre évaluée au niveau comportemental chez le rongeur en mesurant leur activité
spontanée sur une roue. Par exemple, chez des rates injectées avec de la methamphétamine a des
moments précis de la journée pendant plusieurs jours (de 17 a 20 jours) en cycle de lumiere constant, une
activité sur la roue a été relevée a I’heure habituelle d’injection, et persiste durant 5 heures (Kosobud et al.,
1998), alors qu’aucune injection de methamphétamine n’est réalisée. Le méme phénoméne est également
rapporté avec la nicotine et avec le fentanyl, un agoniste opioide, ou I'activité locomotrice est élevée 1 a 2
heures avant I’heure d’injection, et cette activité perdure 2 a 3 jours apreés I'arrét du fentanyl (Gillman et al,
2009). D’autres études en revanche ne relatent pas cette anticipation comportementale de la récompense.
En effet, I'age (Shibata et al., 1994), le sexe et le cycle nycthéméral sont des facteurs qui influencent
I’expression de cette anticipation contrélée par les rythmes circadiens. Enfin, cette anticipation ne semble
pas étre spécifique des drogues car elle est également observée avec des récompenses naturelles. Par
exemple, une étude a montré le développement d’une anticipation de nourriture palatable (le nombre de
redressement dans la cage d’activité locomotrice) ou de nourriture standard chez des rats restreints en
nourriture (Barbano and Cador, 2005). Ce phénomene semble étre dépendant de la dopamine : I'injection
systémique d’un antagoniste dopaminergique diminue le comportement de redressement chez les rats
restreints (Barbano and Cador, 2006). D’autre part, un comportement de préférence de place avec de la
nourriture palatable chez le ouistiti a été rapporté lorsque le test est réalisé aux mémes heures que les

conditionnements passés (Monclaro et al., 2014).

Au niveau neurochimique, il a été montré qu’aprés 14 jours d’auto-administration de faibles doses
de cocaine, le rythme cardiaque et la température corporelle des animaux augmentent spontanément a
I’'heure a laquelle les protocoles d’auto-administration de cocaine commencaient (Tornatzky and Miczek,
1999). Au laboratoire, aprés 14 jours d’administrations passives de cocaine, une augmentation spontanée
de dopamine dans le Nac a été mesurée, au 1% et au 14°™ jour de sevrage, spécifiquement a I’heure ol les
animaux recevaient I'injection de cocaine (Puig et al., 2012), ce qui suggére I’existence d’'une mémoire des

injections de drogues qui persiste dans le temps.

Les résultats principaux de ce travail de these ont été obtenus apres un traitement avec un opiacé : la
morphine. Aussi, le chapitre suivant se consacre a la description de la neuroplasticité engendrée par les

opiacés.
40



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

CHAPITRE 2 : LA NEUROPLASTICITE INDUITE PAR

LES OPIOIDES

NEUROPHARMACOLOGIE DES OPIACES

. Présentation générale

Le pavot a opium était cultivé en Mésopotamie 3400 ans avant J-C. L'opium correspond a un
ensemble d’alcaloides provenant de la graine de pavot. Les opiacés désignent les dérivés de I’opium.
Quatre alcaloides naturels peuvent en étre isolés: la morphine, la codéine, la papavérine et la
thébaine. Les opioides sont toutes les molécules, y compris de synthése, qui vont se lier aux
récepteurs opioides. Les opioides sont largement utilisés en traitement aigu et chronique des
douleurs modérées et sévéeres. L'inconvénient majeur limitant leur utilisation prolongée est surtout
lié a leurs propriétés toxicomanogeénes. Parmi les effets autres secondaires importants, on note
également un ralentissement de la motilité gastro-intestinale et des dépressions respiratoires (Feng

et al., 2012).

Lorsque I'on compare les réponses induites par les agonistes, il est important d’avoir une idée de leur
efficacité, c’est-a-dire de la capacité des agonistes a induire une réponse via un récepteur donné
dans un tissu spécifique. Selon leurs effets sur les récepteurs, on classe les opioides en différentes
catégories : agonistes, agonistes partiels ou antagonistes. La réponse maximale sera obtenue avec un
agoniste pur (comme la morphine ou le fentanyl), les agonistes partiels (la buprénorphine par
exemple) se lieront au récepteur mais ne provoqueront qu’une réponse partielle, indépendamment
de la quantité administrée. Il existe également des agonistes biaisés : les ligands sélectifs pour un
méme récepteur seront capables d’activer différentes voies de signalisation associées au récepteur.
Enfin, un antagoniste (tel que la naloxone) ne produira aucune réponse fonctionnelle mais

empéchera un agoniste de se lier au récepteur.
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PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES DE LA MORPHINE

Au cours de ces travaux de thése, c’est la morphine qui a été utilisée. Son métabolisme va donc étre

détaillé spécifiqguement dans la partie ci-dessous.

Métabolisme de 1a morphine :

Chez les mammiferes, la voie métabolique principale de la morphine est la glucuronidation,
catalysée par les enzymes UDP-glucuronyltransferase (UGT). Parmi les enzymes UGTs, 'UGT2B7 est
I'isoforme majeure responsable du métabolisme de la morphine chez I'homme. La
glucuroconjugaison du groupe OH en position 3 et 6 de la morphine va donner 2 métabolites (figure
8) qui sont respectivement la morphine-6-glucuronide (M6G) et la morphine-3-glucuronide (M3G).
Ce dernier, bien que ne possédant pas de propriétés analgésiantes, est le métabolite majeur de la

morphine (Yoshimura et al., 1973).

HO,C
| Morphine-3-glucuronide ] HSO

90%

UGT2B7

[ ©N

10%
HO,C
| Morphine-6-glucuronide l HO
HO

Figure 8: La glucuronidation de 1a morphine par I'enzyme UDP-
glucuronyltranstérase (UGT) 2B7

La réaction de glucuronidation de la morphine se produit sur les 2 groupes hydroxyle en position 3 et 6 de la morphine, et amene a la
formation de la morphine 3-glucuronide et morphine 6-glucuronide, ces deux molécules ayant des propriétés pharmacologiques
différentes, (Ouzzine et al., 2014).
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Si en premier lieu la morphine est métabolisée dans le foie, on retrouve dans des homogénats de
cerveaux humains les métabolites M3G et M6G a des concentrations de I'ordre du nanomolaire. La
plupart des effets analgésiques de la morphine seraient dus au métabolite M6G plus qu’a la
morphine elle-méme, car le M6G est également un agoniste des récepteurs p (De Gregori et al.,
2012; Pasternak et al, 1987). En administrant le M6G directement au niveau
intracérébroventriculaire, 'activité analgésique observée est trés puissante (Abbott and Palmour,
1988; Christrup, 1997; Okura et al., 2003). Par contre, lorsqu’il est administré par voie systémique,
I’effet analgésiant du M6G est beaucoup moins important que celui de la morphine a cause de la
faible perméabilité de la BHE pour le M6G (Wu et al., 1997; Yoshimura et al., 1973). Le transport de
M6G au niveau de la BHE a été montré comme étant indépendant de la glycoproéine P (P-gp), un
transporteur membranaire appartenant a la famille des transporteurs ABC (Bourasset et al., 2003).
Une étude plus récente démontre néanmoins que le M6G serait non seulement un substrat de la P-

gp, mais également des transporteurs du glucose (Sattari et al., 2011).

Il existe d’autres voies métaboliques possibles pour la morphine mais elles sont minimes: la

morphine peut étre métabolisée en normorphine par N-déméthylation (Smith, 2009).

Les opioides endogénes

Les récepteurs aux opioides sont normalement activés par des peptides endogénes, chacun ayant
des affinités différentes pour chaque récepteur. Ces derniers sont largement distribués au sein du
systeme nerveux central et périphérique et sont impliqués dans le controle de plusieurs réponses
physiologiques tel que la nociception, les comportements émotionnels, I'apprentissage et la

mémoire ainsi que la régulation du circuit de la récompense (Bodnar, 2016).

Tous les opioides endogénes dérivent de 3 protéines précurseurs. Les met- et leu- enképhalines
dérivent des pro-enképhalines et sont des ligands ayant une affinité préférentielle pour les
récepteurs 6. Les B-endorphines dérivent de la pro-opiomélanocortine et se lient avec une plus
grande affinité au récepteur p. Les dynorphines, dérivées de la pro-dynorphine ont une meilleure

affinité pour les récepteurs k. Enfin, la nociceptine a peu d’affinité pour les récepteurs L, k et 6.
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Les récepteurs aux opioides

Il existe 4 types de récepteurs opioides, qui sont présents dans les voies descendantes modulant la
douleur : moelle épiniére, locus coeruleus, substance grise périaqueducale, mais également dans les
structures limbiques et corticales. Au niveau des organes périphériques, ils sont exprimés au niveau
du ceceur, des poumons, du foie ou encore du tractus gastro-intestinal. Leurs localisations different en
fonction des organes et des espéces. Cependant, les effets renforcants directs des opioides ne se
limitent qu’a un petit nombre de régions cérébrales, et c’est sur ces derniéres que I'accent sera porté

dans ce chapitre.

Les récepteurs aux opioides sont tous des récepteurs a 7 domaines transmembranaires
hydrophobes couplés aux protéines G;,. L'activation des récepteurs p (ou MOR pour morphine
opioid receptors) provoquent une analgésie, des dépressions respiratoires, un état d’euphorie, une
sédation, une diminution de la motilité gastro-intestinale et une dépendance physique. Ces
récepteurs sont périsynaptiques. Au niveau post-synaptique sur les dendrites et les corps cellulaires,
ils vont réguler I'excitabilité neuronale et induire la transduction du signal. Au niveau pré-synaptique
sur les axones terminaux, les récepteurs vont inhiber la libération des neurotransmetteurs, via
I’activation des conductances potassiques et/ou I'inhibition des conductances calciques (Williams et
al., 2001). Les expériences de manipulations génétiques des derniéres années ont permis de mettre
en évidence le role primordial de ces récepteurs dans la dépendance aux opiacés. En effet les souris
traitées a la morphine dont le récepteur Y a été inactivé par stratégie knock-out (KO) ne présentent
pas de signes somatiques (sauts, reniflements, claguements de dents, tremblements de type
ébrouements, ptoses, diarrhées) et végétatifs (perte de poids et hypothermie) de sevrage.
L’ensemble de ces signes est normalement observé chez les souris sauvages. Une autre étude a
également montré I'absence de préférence de place conditionnée pour la morphine chez ces mémes
souris génétiquement modifiées (Kieffer, 1999; Matthes et al., 1996). Dans le Nac, les récepteurs u

sont exprimés préférentiellement sur les neurones portant le récepteur D1 (Georges et al., 1999).

Les récepteurs & (ou DOR, isolés pour la premiére fois dans le canal déférent) seraient impliqués
dans les effets antinociceptifs de certains opioides. Certains agonistes réduiraient I’activité gastro-
intestinale et causeraient des dépressions respiratoires. Des modeles de souris génétiquement

modifiées ou le récepteur 6 a été inactivé montrent des comportements anxiogenes et dépressifs.

Les récepteurs k (pour KOR, nommés a cause du premier ligand connu pour s’y fixer: la
ketocyclazocine) provoque une analgésie lorsqu’ils sont activés, ainsi qu’une sédation, des dyspnées,

des phénomenes de dépendance, de dysphorie et des dépressions respiratoires. Contrairement au
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récepteur W, la stimulation de ces récepteurs réduit la fonction dopaminergique dans le Nac, ce qui

pourrait provoquer les dysphories (Lingford-Hughes and Nutt, 2003).

Enfin plus récemment, un autre récepteur cloné en 1994 a été identifié: le récepteur
nociceptine/orphanine FQ (ORL1). Il a pour ligand naturel la nociceptine. Cette voie est impliquée
dans de nombreuses réponses physiologiques a la fois au niveau du SNC, mais également au niveau
périphérique. La nociceptine a des effets pléiotropiques dans I'organisme et sa pharmacologie est
trées complexe selon les tissus ciblés. Méme au sein d’un tissu donné, il existe peu de consensus sur
ses effets a I'heure actuelle et d’autres outils pharmacologiques sont nécessaires pour préciser ses

fonctions (Lambert, 2008).

Aprés liaison du ligand (figure 9), la conformation du récepteur change, ce qui active les
protéines G intracellulaires. Les protéines G sont constituées de 3 sous-unités: a, B et y. Les sous-
unités B et y forment un hétérodimeére. La sous-unité a de la protéine G expulse le GDP (guanosine
diphosphate) auquel elle était liée au profit d’une liaison avec le GTP (guanosine triphosphate). Le
complexe a-GTP se dissocie alors des sous-unités B/y, les rendant toutes libres d’interagir avec des
cibles comme des enzymes ou un canal ionique. Il en résultera une inhibition de ’AMPc, qui agira tel
un second messager dans la cellule pour activer des protéines kinases et la transcription de génes.
L'une des réponses les plus rapides aprés activation des récepteurs opioides est la régulation de
certains canaux ioniques comme l'inhibition des canaux calciques voltage-dépendants ou encore la
stimulation des canaux potassiques rectifiant entrant. A ’échelle cellulaire, I'activation des canaux
potassiques provoque une hyperpolarisation de la membrane des neurones et réduit
I’hyperexcitabilité. L'inhibition des canaux calciques bloque la libération des neurotransmetteurs
(Pathan and Williams, 2012; Trescot et al., 2008). Ces phénomenes vont participer au processus de
nociception. Les récepteurs aux opioides vont aussi activer la phospholipase C (PLC) et la voie des
MAP kinases. Le recrutement de la voie des MAP kinase pourrait se faire par le biais du complexe

récepteur couplé au protéine G — B-arrestine phosphorylée (Lefkowitz and Shenoy, 2005).

Les structures touchées par les neuroadaptations engendrées par les opiacés sont nombreuses. Le
circuit mésocorticolimbique est particulierement ciblé dont notamment les neurones GABAergiques
du Nac, les neurones dopaminergiques de I'ATV et les neurones glutamatergiques du CPF. Par
exemple, des rats vont s’autoadministrer des opiacés directement dans I’ATV et dans le Nac. D’autres
régions comme la substance grise périaqueducale ou encore le locus coeruleus jouent un role
important dans les différentes étapes de la dépendance aux opiacés (Maldonado et al., 1992;

Rasmussen et al., 1990)
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Dans les parties suivantes, I'accent sera porté sur les neuroadaptations ayant lieu dans les régions
faisant partie du circuit de la récompense et en particulier le Nac et 'ATV. Une attention particuliere
est portée sur le récepteur pu sur lequel se lie la morphine, utilisée dans ces travaux de these. Les
effets physiologiques de la morphine sont absents chez des souris dont le récepteur p a été inactivé,
suggérant que ces récepteurs sont nécessaires dans les effets de cet opiacé (Matthes et al., 1996;

Merrer et al., 2009).
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Figure 9 : Conséquence d’un traitement aigu aux opiacés :

L’activation par un ligand entraine une cascade de signalisation intracellulaire qui comprend la stimulation des canaux potassiques (efflux),
I'inhibition des canaux calciques voltage-dépendants et I'inhibition de I'adénylate cyclase. AMPc: adénosine monophosphate cyclique,
PKA : protéine kinase A, MARPP : Morphine cAmp Regulated PhosphoProteins, CREB : C-AMP Response Element-binding protein , CaM :
calmoduline ,PKC : protéine kinase C, K* : ion potassium, Ca>* : ion calcium, d’aprés Noél et al., 1994.
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EFFETS D’UN TRAITEMENT AIGU AUX OPIOIDES

DANS LE NOYAU ACCUMBENS

L’administration aigué d’opioides active les récepteurs i et augmente la concentration de dopamine
dans le Nac. En effectuant une lésion bilatérale électrolytique du Nac chez le rat, une diminution des
réponses pour I'auto-administration de morphine a été mise en évidence, suggérant donc que le Nac
a un role dans la motivation a s’auto-injecter de la morphine (Suto et al., 2011). Outre la signalisation
dopaminergique, les concentrations de glutamate sont également perturbées par I'administration
aigué d’opiacés mais la littérature reporte des résultats contradictoires. Par exemple,
I’administration systémique de morphine provoque une inhibition de 63% du taux de décharges
spontanées des neurones du CPFm (Giacchino and Henriksen, 1996). Une autre étude réalisée par
microdialyse intracérébrale chez le rat rapporte quant a elle une augmentation de glutamate apres

une injection aigué de morphine ( 50 mg/kg, i.p) (Huang et al., 1997).

DANS L’AIRE TEGMENTALE VENTRALE

Une injection aiglie de morphine par voie systémique va augmenter le taux de décharges des
neurones dopaminergiques de I’ATV. En effet, la liaison avec le récepteur p couplé a une protéine G;
sur les interneurones GABA va diminuer leur activité et donc diminuer la libération de GABA au
niveau des neurones dopaminergiques: ces derniers sont donc désinhibés (Johnson and North,
1992). En paralléle, une redistribution des récepteurs AMPA est observée a la membrane plasmique
aprés une injection aigué de morphine (15 mg/kg) chez la souris. En particulier, I'injection de
morphine provoque un changement de composition des sous—unités formant le récepteur
AMPA avec I'échange de sous-unités GIuR2 contre des récepteurs qui en sont dépourvus (Brown et

al., 2010).

Les synapses GABAergiques ne sont également pas épargnées et la morphine semble pouvoir réguler
de fagon bidirectionnelle la plasticité synaptique GABAergique au sein de I’ATV. Dans un protocole de
stimulation a haute fréquence, il est possible d’induire une potentialisation a long terme (LTP) au
niveau des terminaisons GABAergiques. Ce phénomeéne est dépendant a la fois des récepteur NMDA
post-synaptiques, et de la libération de monoxyde d’azote provenant des neurones dopaminergiques
(Nugent and Kauer, 2008). Via une stimulation de la gyanylyl cyclase (GC) dans le neurone GABA, une

augmentation de la libération de GABA est observée ainsi qu’une LTP. Une dose aigué de morphine
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va inhiber cette LTP dépendante du GABA en altérant la signalisation NO-GC. Il en résulte une perte
du contréle inhibiteur, un mécanisme qui peut aussi expliquer I'augmentation de I'activité des
neurones dopaminergiques lors d’un traitement aigué aux opiacés dans I'ATV (Niehaus et al., 2010).
Enfin, un phénomeéne de dépression a long terme (LTD) a également été mis en évidence au niveau
des synapses GABAergiques sur les neurones dopaminergiques. Une injection de morphine prévient

ce phénomeéne de LTD dans I’ATV (Dacher and Nugent, 2011).

L'administration répétée d’opioides va entrainer la mise en place d’adaptations a court
terme mais également de facon prolongée dans les neurones sensibles aux opioides et plus
largement au niveau des réseaux de neurones. Un de ces mécanismes est la tolérance, qui va se
mettre en place a I'échelle du récepteur, mais également au niveau d’'un ensemble de neurones, ou
des contre-adaptations tentent de ramener le systeme a un fonctionnement normal malgré la
présence continue de la drogue. A plus long terme, c’est le phénomeéne de dépendance qui apparait,
tant sur le plan physique que psychique. La tolérance et la dépendance ne sont pas forcément liées

de facon causale.

EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE AUX OPIOIDES

SUPERACTIVATION DE L’ADENYLATE CYCLASE

Lorsque la morphine n’est pas administrée de facon continue, ou lors d’un sevrage précipité de fagon
pharmacologique, le taux d’AMPc augmente considérablement (Williams et al.,, 2001). Cette
régulation positive de la voie de I’AMPc active la protéine kinase A, et cette derniere phosphoryle un
nombre important de substrats. Parmi eux, le facteur CREB (C-AMP Response Element-binding
protein) et les sous-unités des récepteurs AMPA (GIuR1 en particulier) sont des cibles. Ces 2
phénoménes requiérent en amont l'activation des récepteurs NMDA, montrant le lien entre la

transmission glutamatergique et les récepteurs .

Pour expliquer cette superactivation de la voie adénylate-cyclase — AMPc, des études ont montré que
les récepteurs p pouvaient interagir non plus avec la protéine G;, mais avec la protéine G,, proposant
ainsi un changement vers des effets stimulants (Chakrabarti et al., 2005; Gintzler and Chakrabarti,

2006).

48



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

NOTION DE TOLERANCE

Si la morphine et les agonistes p en général sont les plus efficaces pour soulager immédiatement les
douleurs séveres, le phénomene de tolérance aux effets analgésiques et les syndromes de sevrage
séveres associés a l'arrét de la prise de I'opiacé limitent leur usage a long terme. La tolérance aux
opioides se caractérise par une réponse réduite a un agoniste opioide et se manifeste par le besoin
d’augmenter les doses pour obtenir I’effet recherché. Le phénomeéne de tolérance peut étre mesuré
au niveau cellulaire via les systémes de seconds messagers, en mesurant par exemple l'inhibition de
I'adénylate cyclase ou l'efficacité des canaux ioniques. Chez les addicts, les consommations

quotidiennes peuvent aller de 10 a 100 fois plus que les doses aigués efficaces (Christie, 2008)

L’arrét brutal de la consommation aprés usage chronique va provoquer d’intenses symptomes de
sevrage qui vont se manifester chez les individus. Dans la phase aiglie de ce syndrome de sevrage, la

nature aversive des effets va contribuer au fort taux de rechutes.

La tolérance aux opioides

Le développement de la tolérance se fait via la perte partielle de la capacité du récepteur U a activer
les cascades de signalisation intracellulaire au cours du temps. Les mécanismes de la tolérance
comprennent la diminution du nombre de récepteurs fonctionnels a la surface cellulaire ou encore
la réduction de I'efficacité du couplage entre le récepteur pn et ses effecteurs. L'ensemble de ces

mécanismes va étre explicité ci-apres.

Régulation du nombre de récepteurs en surface

La diminution de la synthése des récepteurs ou l'internalisation et la dégradation des récepteurs
contribuent a réguler négativement le nombre de récepteurs a la surface cellulaire. En diminuant la
quantité de récepteurs pouvant étre activés, le phénomeéne de tolérance pourrait donc étre observé.
Une étude a montré par exemple qu’un traitement chronique avec de fortes doses d’étorphine
régulait négativement les récepteurs y, chaque cycle d’internalisation étant destiné a la dégradation

via les lysosomes (Patel et al., 2002).
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Cependant, des données suggerent que cette régulation n’est pas obligatoire pour observer une
tolérance, et des études réalisées in vivo ont montré qu’un traitement chronique aux opioides
pouvait résulter selon les études en une régulation positive des récepteurs en surface, ou bien a

aucun changement dans le nombre des récepteurs (Al-Hasani and Bruchas, 2011).

Désensibilisation des récepteurs et phosphorylation

La premiere étape de la désensibilisation réside en la phosphorylation du récepteur activé, par les
protéines sérine/thréonine kinases spécifiques nommées GRK (G-protein-coupled receptor kinases).
Ce mécanisme est suivi par la liaison des récepteurs avec la B-arrestine. Ceci provoque le découplage
fonctionnel entre le récepteur et ses protéines G. Chez des souris traitées chroniquement avec la
morphine et dont la B-arrestine-2 a été inactivée (modéle KO, B-arrestine 2 -/-), la désensibilisation
du récepteur et le développement de la tolérance aux effets anti-nociceptifs n’ont pas lieu. En
I'absence de tolérance a la morphine, les signes de dépendance physique chez les souris mutantes
persistent, mettant alors en évidence que les mécanismes biochimiques qui sous-tendent tolérance

et dépendance sont différents (Bohn et al., 2000).

Endocytose

Le récepteur peut étre internalisé par une voie dépendante de la clathrine et peut étre recyclé a la
membrane plasmique (ce qui va freiner la désensibilisation car le récepteur pourra étre de nouveau
actif), ou bien dégradé dans les lysosomes (dans ce cas, cela augmentera la désensibilisation des
récepteurs) (Moore et al., 2007). La préférence pour une des deux voies semble étre dépendante de
la nature de I'agoniste : avec I'étorphine, le récepteur est préférentiellement recyclé tandis qu’avec
des agonistes peptidiques les récepteurs sont plutdét dégradés et vont donc provoquer une

désensibilisation plus importante (Marie et al., 2003).

Activation des systémes anti-opioides

Les phénoménes de tolérance ont été tres étudiés a I'échelle du récepteur, mais dans une approche
plus intégrée, des neuroadaptations pour contrer les effets des opioides ont été observées. On parle
de mise en place de systemes anti-opioides par le SNC, dans le but de ramener I'organisme

intoxiqué vers I'"homéostasie.
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Par exemple, lorsque I'organisme est exposé de facon chronique avec la morphine, une synthése de
neuropeptide va avoir lieu pour moduler les effets antinociceptifs. Il a été suggéré que la synthése de
ces peptides soit aussi liée au processus de tolérance. A I'arrét de la consommation, il y a un excés de
ces peptides anti-opioides et ces derniers pourraient étre a I'origine des symptdémes de sevrage. Le
neuropeptide FF (NPFF), la dynorphine ou encore la cholecystokinine (CCK) font partie des peptides

anti-opioides.

TOLERANCE : LE CAS PARTICULIER DE LA MORPHINE

La régulation des récepteurs | est trés dépendante des agonistes. En effet, en fonction du ligand, le
récepteur va activer différentes voies de signalisation dont certaines pourraient participer au
développement de la tolérance. Ainsi, la tolérance aux effets analgésiques de la morphine, mesurée
par un test de retrait de la queue apres immersion dans I'eau chaude, est bloquée par inhibition de la
kinase JNK (c-Jun N-terminal kinases). En revanche, sur des souris dont la GRK3 est inactivée, la
tolérance aux effets analgésiques de la morphine est similaire par rapport aux souris contrdles. En
étudiant la tolérance aux effets analgésiques du fentanyl, de la méthadone ou encore de
I’oxycodone, cette méme étude montre que la tolérance aux effets analgésiques de ces opioides est
bloquée chez les souris mutées pour la GRK3, et sans effet lors de I'inhibition de JNK (Melief et al.,
2010). L'utilisation d’agonistes biaisés permettrait de mieux comprendre I'implication des seconds
messagers dans le développement de la tolérance. Trés récemment, il a été montré qu’une mutation
dans la partie C-terminale du récepteur p (sur un site pouvant étre phosphorylé) bloquait la
tolérance a la morphine et a I'’éthorphine (Wang et al., 2016), constituant ainsi une nouvelle cible

pour moduler la tolérance aux opioides.

La désensibilisation du récepteur

L'augmentation de la désensibilisation des récepteurs p pourrait étre un mécanisme important dans
la tolérance a la morphine. Il a en effet été montré une désensibilisation des récepteurs p et § chez le
rat aprés un traitement chronique a la morphine, dans la substance grise périaqueducale et le
thalamus. Cependant, ce phénomene ne se généralise pas a toutes les régions du cerveau : dans le
Nac et dans le caudé putamen, la désensibilisation des récepteurs | n’a pas été observée (Noble and
Cox, 1996). Dans une culture corticale de neurones, il a également été montré que la morphine
provoquait une désensibilisation du récepteur p via une phosphorylation prolongée et spécifique de

la sérine 375 du récepteur (Schulz et al., 2004). Cette phosphorylation est catalysée par la GRK5 dans
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des cellules HEK 293 (Doll et al., 2012). Une étude in vivo a également montré le réle de la B-
arrestine 2 : dans un modele ou elle est inactivée chez la souris, Bohn et ses collaborateurs ont
montré I'absence de désensibilisation du récepteur p aprés traitement chronique a la morphine, et

I'absence de développement de la tolérance aux effets antinociceptifs (Bohn et al., 2000).

Une des théories se proposant d’expliquer la tolérance a la morphine postule que le récepteur
désensibilisé reste a la membrane plasmique dans un état phosphorylé pendant une période
prolongée, et ne poursuit pas I'étape « normale » de déphosphorylation dans les endosomes et ré-

adressage a la membrane dans un état resensibilisé.

L’endocytose du récepteur

L’amplitude du signal d’'un complexe récepteur — ligand va étre contrélée par I'affinité du ligand pour
le récepteur, son efficacité, sa demi-vie, tout ceci constituant I'activité relative du ligand pour le
récepteur . Cela reflete en quelque sorte la force de couplage avec le récepteur. La durée a laquelle
le récepteur reste couplé a la protéine G va également contribuer a I'amplitude du signal et ceci est
en parti dépendant de la désensibilisation du récepteur et de son endocytose. Ainsi, Whistler et ses
collaborateurs ont proposé que chaque complexe ligand-récepteur avait un ratio nommé « RAVE » (

Relative Activity Versus Endocytosis) particulier (Whistler et al., 1999)

Par exemple, les peptides opioides endogénes comme les enképhalines sont efficaces sur les
récepteurs |, et induisent une désensibilisation et I'endocytose du récepteur. Le ratio RAVE est donc
équilibré. Selon la théorie RAVE, plus ce ratio se rapproche de I'équilibre, moins on observera de
phénoméne de tolérance et de dépendance (Martini and Whistler, 2007). Pour la morphine, le
phénoméne est plus complexe. En effet, I'effet analgésique puissant de la morphine reflete une
activité relative trés bonne sur le récepteur Y. Par contre, plusieurs études ont montré I’absence
d’internalisation du récepteur avec la morphine (Sternini et al., 1996). Via une mutation sur le
récepteur i rendant possible son endocytose, Kim et ses collaborateurs ont montré une réduction de
la tolérance aux effets analgésiques de la morphine, par rapport aux animaux présentant le

récepteur non muté (Kim et al., 2008)

Pour expliquer le développement de la tolérance, une autre théorie propose que la morphine
induirait une superactivation de I’adénylate cyclase, supérieure a celle des autres opioides et que
dans ce sens, elle exacerberait le développement de la tolérance. Une réduction de la tolérance et de
la superactivation de ’AMPc sont en effet observées dans des cellules HEK 293 lorsque le récepteur p

est muté pour permettre son endocytose aprés traitement chronique a la morphine (Finn and
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Whistler, 2001). Depuis, il a été montré que la superactivation de I'adénylate cyclase n’était pas
dépendante de l'internalisation du récepteur, mais plutét de la localisation du récepteur L au niveau

des radeaux lipidiques contenant des microdomaines riches en cavéolines (Zhao et al., 2006).

EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE DANS LE NOYAU ACCUMBENS

L’activation chronique des récepteurs p va provoquer des adaptations dans la signalisation de
'AMPc et la quantité d’adénylate cyclase est ainsi augmentée (Williams et al.,, 2001). Ceci va
provoquer de nombreux changements, notamment dans la signalisation d’autres récepteurs couplés
aux protéines G, comme les récepteur glutamatergique mGlu. Martin et ses collaborateurs ont
notamment montré qu’aprés un traitement chronique a la morphine, I'efficacité d’inhibition des
récepteurs pré-synaptique mGIuR2/3 sur la libération de glutamate était augmentée,

potentiellement a cause de I'augmentation de la signalisation liée a I’AMPc (Martin et al., 1999).

Apres 14 jours d’injections non contingentes de morphine a doses croissantes, I’expression des sous
unités GluR1 est diminuée a la membrane plasmique, spécifiquement dans les neurones exprimant le
récepteur D1 dans le Nac shell (Glass et al., 2008). Quant aux récepteurs NMDA, une diminution de
I’affinité avec la glycine (co-agoniste du récepteur NMDA) et une diminution de I'activation de la PKC
via le récepteur ont été démontrées sur des tranches de cerveaux de rats traités de facon chronique
a la morphine (Martin et al., 2004). Ces effets pourraient étre liés a une augmentation de
I’expression ou de la fonction des sous-unités NR2A. Ce dernier résultat a également été confirmé in

vivo (Murray et al., 2007).

EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE DANS L’AIRE TEGMENTALE
VENTRALE

L'aire tegmentale ventrale constitue une des cibles des opiacés: des injections d’opiacés vy
provoquent de forts effets renforcants dans des paradigmes de préférence de place ou d’auto-

administration (Ting-A-Kee and van der Kooy, 2012).

L'activité de décharge des neurones dopaminergiques de I’ATV est augmentée lors d’un traitement
chronique a la morphine. Georges et ses collaborateurs ont montré une augmentation du taux de
décharge des neurones dopaminergiques chez des rats dépendants a la morphine (Georges et al.,

2006). Un traitement chronique a la morphine diminue également I’expression des sous-unités de
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deux canaux potassiques: KCNAB2 et GIRK3, ce qui va dans le sens d’une augmentation de

I’excitabilité neuronale (Mazei-Robison et al., 2011).

Au niveau morphologique, une diminution de la taille du soma des neurones dopaminergiques a été
reportée (figure 10). En particulier, une diminution de la surface des neurones dopaminergiques de
I’ATV a été observée aprés administration chronique de morphine (Sklair-Tavron et al., 1996). Les
neurones dopaminergiques sont donc plus enclin a décharger, mais leur plus petite taille fait qu’ils

libérent moins de dopamine dans le Nac.

Au niveau de la transmission glutamatergique, une augmentation des sous-unités GIuR1 et NR1 est
observée. La signalisation calcique est donc augmentée (en I'absence de sous unité GluR2), ce qui

renforce |'efficacité des connections synaptiques.

Traitement chronique
g morphine

Nac

Figure 10: Plasticité cellulaire et moléculaire dans ATV et le Nac aprés un

traitement chronique a l1a morphine

La morphine diminue la taille du soma des neurones de I'ATV et augmente I'excitabilité neuronale (via la suppression des canaux
potassiques). La transmission dopaminergique dans le Nac est alors diminuée, ainsi que la densité des épines dendritiques dans les
neurones épineux moyens du Nac. Schéma modifié d’aprés Mazei-Robison et al., 2011.
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SEVRAGE

Le sevrage aprées une exposition prolongée va démasquer les adaptations neuronales mises en place
dans le cerveau pour s’adapter a la présence continue de la drogue. Ainsi, les circuits régulant la
fonction gastro-intestinale ou encore I'état affectif vont étre perturbés et les syndromes de sevrage
aux opiacés vont apparaitre. La réduction du taux de décharge des neurones dopaminergiques et la
moindre libération du neurotransmetteur vers les cibles vont provoquer I'anxiété, la dysphorie ou
encore lirritabilité. D’autres circuits neuronaux et médiateurs (le facteur CRF (corticotrophin
releasing factor), la dynorphine) vont également étre touchés en dehors du circuit

mésocorticolimbique.

DANS LE NOYAU ACCUMBENS

En enlevant le tonus inhibiteur sur les récepteurs y, I'activité neuronale générale et la libération de
neurotransmetteurs est augmentée lors du sevrage. En particulier, les taux extracellulaires de GABA
(Chieng and Williams, 1998) et de glutamate augmentent dans le Nac (Sepulveda et al., 2004). Des
injections d’antagonistes des récepteurs AMPA et NMDA au niveau systémique ou en
intracérébroventriculaire vont d’ailleurs réduire les symptomes de sevrage. Une étude récente a
montré que I'augmentation de la libération de glutamate lors du sevrage avait lieu spécifiqguement
au niveau des neurones dopaminergiques exprimant le récepteur D1 dans le Nac (Hearing et al.,
2016). Une augmentation des sous-unités NR1 des récepteurs NMDA lors du sevrage a la morphine,
dans le core et dans le shell du Nac a également été reportée. Les protéines FosB/AFosB, marqueur
de plasticité neuronale étaient également colocalisés avec ces sous-unités glutamatergiques (Zhang

et al., 2016).

La morphine modifie également la morphologie des neurones. En effet, des rats traités de fagon
chronique a des doses croissantes de morphine pendant 14 jours présentent une diminution des
épines dendritiques (encadré 3) au niveau des dendrites de second-ordre dans le Nac shell au cours

du sevrage.

Cette diminution perdure jusqu’a 14 jours aprés la derniére injection de morphine et est décorrélée
de la présence de symptomes somatiques du sevrage, ces derniers ne perdurant que 3 jours apres

I'arrét du traitement (Spiga et al., 2005). Une diminution de I'arborisation dendritique (diminution de
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la longueur des dendrites et du nombre de branchements par neurones) a également été observée
spécifiqguement dans le core du Nac lors d’un protocole d’extinction d’une préférence de place
conditionnée a la morphine. Cette observation était également accompagnée d’une diminution du
marqueur neuronal c-fos (Leite-Morris et al., 2014). Dans le shell, 1 mois aprés un traitement
chronique a la morphine, une diminution des épines dendritiques a également été observée quelle
que soit la contingence de I'administration de morphine (expérimentateur versus auto-

administration) (Robinson et al., 2002).
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Les épines dendritiques sont des protrusions de la membrane plasmique des neurones qui forment des
structures postsynaptiques spécialisées dans la transmission synaptique (Nimchinsky et al., 2002).

Selon leur forme et leur taille, les épines dendritiques sont
,,,// Afférences corticales classées en différentes catégories. Les filopodes sont les
i ) ,;i’:: plus labiles et peuvent étre éliminés en quelques
i heures(Alvarez and Barney, 2007).

Les épines fines et les épines dépourvues de cou
(« stubby ») ont un phénotype immature et sont tres
labiles alors que les épines en forme de champignon
(« mushroom ») sont plus matures et peuvent persister au
cours du temps (Radley et al., 2006).
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Encadré 3: Les épines dendritiques : définition et morphologie
Schéma modifié et réalisé d’aprés Hyman and Malenka, 2001.
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DANS L’AIRE TEGMENTALE VENTRALE

Une perturbation des systemes dopaminergiques, glutamatergiques et GABAergiques est observée
lors du sevrage apres un traitement chronique aux opiacés. En particulier, dans [I'aire tegmentale
ventrale, une augmentation de la libération de GABA (Bonci and Williams, 1997) et une diminution
de celle de glutamate (Manzoni and Williams, 1999) sont en faveur d’une inhibition de I'activité
neuronale dopaminergique. La réduction de l'activité des systemes dopaminergiques est un des

éléments qui contribue a un état émotionnel négatif lors du sevrage.

La perturbation de la balance GABA/glutamate semble étre dépendante du temps: si l'effet
immédiat du sevrage tend vers une augmentation de la libération de GABA et de glutamate,
I'activation des récepteurs GABA; et mGIluR2/3 au niveau des terminaisons glutamatergiques tend

ensuite vers une diminution de la transmission glutamatergique.

Une étude récente a montré que la photostimulation des neurones GABAergiques de la queue de
I'aire tegmentale ventrale (ATVt) inhibe les neurones dopaminergiques de I’ATV chez des rats naifs et
en sevrage depuis 14 jours aprées un traitement chronique a la morphine. En revanche, 'inhibition
des neurones de I’ATVt n’active pas les neurones dopaminergiques chez les rats en sevrage a la
morphine, autrement dit, 'inhibition des neurones dopaminergiques est possible alors que leur
désinhibition ne I'est pas. Si les neurones dopaminergiques de I’ATV ne répondent plus a un
traitement aigu aux opiacés lors du sevrage, il est donc probable que cela soit due a la diminution de
I’activité tonique des neurones de I'ATVt (moins de désinhibition des neurones dopaminergiques) et
a la diminution des décharges toniques glutamatergiques dans les neurones dopaminergiques de
ATV (Kaufling and Aston-Jones, 2015). Ainsi, I'’ATVt maintien la transmission d’informations
négatives/aversives via une inhibition des neurones dopaminergiques, mais ne produit plus d’effet
positif récompensant via la désinhibition. Ceci pourrait étre responsable de I'état anhédonique

observé lors du sevrage prolongé aux opiacés.

Au niveau morphologique, comme évoqué précédemment, une diminution de la taille des neurones
dopaminergiques est observée apres un traitement chronique a la morphine. Cette diminution
persiste méme apres 14 jours d’arrét du traitement, puis revient a la morphologie de départ aprés 30

jours d’arrét du traitement (Sklair-Tavron et al., 1996).

A I'heure actuelle, aucun traitement ne prévient les épisodes de rechutes (Dennis et al., 2014), qui

restent le probléeme majeur dans la prise en charge de I'addiction. Les questionnaires mis en place
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par les cliniciens se basent sur les déclarations des patients, dont la conscience de leur état a été
rapportée comme pouvant étre erronée. En effet, il a été décrit une diminution de la perception de
la nécessité d’'un traitement chez les patients, par une surestimation de leur capacité a controler

leur consommation (Verdejo-Garcia et al., 2013).

Il est donc urgent de trouver des marqueurs objectifs, reflétant I'état physiopathologique du patient
a un moment donné, et permettant, par des analyses réguliéres, de prédire un état de vulnérabilité
a la rechute. Depuis quelques années, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau, ou BDNF (pour
Brain-Derived Neurotrophic Factor) est proposé comme pouvant étre un bon biomarqueur de la
rechute (D’Sa et al.,, 2011). Le chapitre 3 présente ce facteur, de ses caractéristiques a I'échelle
moléculaire vers son réle physiologique. Enfin les altérations de BDNF dans I’addiction sont

reportées.
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CHAPITRE 3 : LE BDNF

DECOUVERTE ET DEFINITION

Le BDNF a été découvert et isolé pour la premiére fois en 1982 dans le cerveau de porc (Barde et al.,
1982). A ce moment-13, il était décrit comme participant a la survie de neurones en culture. Au méme
titre que le NGF (Nerve Growth Factor) découvert 30 années auparavant, et des facteurs NT-3 /4/5/6
(neurotrophin-3/4/5/6), il fait partie de la famille des facteurs neurotrophiques, qui sont de petites

protéines sécrétées.

De par ses fonctions variées, le BDNF est sujet a de nombreux mécanismes de régulation a différents
niveaux. Il existe en effet des régulations au niveau transcriptionnel, traductionnel, du clivage

enzymatique et encore au niveau du transport de '’ARNm et de la protéine.

LE GENE DU BDNF : STRUCTURE ET REGULATION

Décrite et révisée plusieurs fois, I'organisation du géne du BDNF est complexe. Chez I’homme, le
géne est localisé sur le chromosome 11 et est constitué de 11 exons ainsi que de 9 promoteurs
fonctionnels indépendants (figure 11A) (Pruunsild et al., 2007). Il existe des sites d’épissages
alternatifs dans les exons Il et IX. Des codons qui initient la traduction de la protéine sont présents
sur les exons I, VII, VIII, et IX. Les formes pré-proBDNF auront donc des séquences peptides signaux
dans la partie N-terminale qui seront différentes, mais toutes contiendront I'exon IX, codant pour le
préproBDNF. Par ailleurs, la région 3" UTR contenant 2 sites de polyadénylation, chaque transcrit
primaire peut exister sous une forme courte ou bien sous une forme longue, les 2 codant la méme
protéine BDNF. Enfin, il existe un transcrit « anti-sens », synthétisé a partir du brin d’ADN opposé qui
réprime les niveaux de transcrit de BDNF (Boulle et al., 2012; Liu et al., 2005). Le transcrit anti-sens

modifierait la chromatine (triméthylation de I'histone répresseur H2 sur la lysine 27 au niveau du
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promoteur du géne) au niveau du géne du BDNF, ce qui réduirait les protéines endogénes et leur

fonction (Modarresi et al., 2012).

Le BDNF est d’abord synthétisé comme pro-polypeptide, et devra subir un clivage protéolytique pour
donner la protéine BDNF mature. Dans la région pro du BDNF réside un polymorphisme fonctionnel
d’un seul acide aminé au niveau du codon 66 : une valine est substituée par une méthionine
(Vale6Met). Une réduction générale de la plasticité synaptique est alors observée (Antal et al., 2010),
ainsi qu’une réduction du volume de I'hippocampe (Pezawas et al., 2004) et des altérations de la
mémoire épisodique (Egan et al., 2003). Une étude a montré que la fréquence de I'allele Met variait
de 0 a 72% selon la population étudiée : par exemple, la fréquence de cet allele est nulle dans la

population Africaine Subsaharienne (Petryshen et al., 2010).

Chez le rongeur, le géne du BDNF, exprimé sur le chromosome 3 chez le rat et sur le
chromosome 2 chez la souris, consiste en 8 exons 5’ non codants (exon | a exon VIII) et un exon 3’
codant pour la séquence en acide aminé preproBDNF (exon IX) (figure 11B). Chaque jonction intro-
exon contient un site donneur et un site accepteur d’épissage : la transcription du gene résulte donc
en un transcrit contenant un des 8 exons 5’ et I'exon codant. Comme chez ’lhomme, au sein de I’'exon

, il existe également des sites d’épissages donneurs alternatifs (notés A, B et C dans la figure 11), ce

qui peut former 3 transcrits d’exons Il différents (Aid et al., 2007).

i Be AB C D
G-ﬁﬁkb+ + | 06Kk fakb 025kb 007 kb02kh 0.5kb 25 kb 0s5kh ¥ v
E- o
*I | H 1} 4{ I }79;{ v Vh |—| Vi H‘JII Vil Villh - n%:‘ 1%
0.65 kb 0.45 kb 0.25 kb 0.2kb 0.1 kb 0,25 kb 0.3 kb 0.2 kb 0.2 kb 0.1 kb J L 4.8kb
/ ‘_““'“-.h
rs6265 AAGAC[GM]TGATAG
Cpé island
mm Coding region
A B C = AT site
0.6 kb ‘, 4 0.7 kb 16 kb 0.25kb 045 kb 0.6 kb 14 kb 1.5k
E
H —{ m | v |—I—| Vi —{ i o vin || 1xa X
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Figure 11 : Structure du géne du BDNF chez ’homme (A) et chez le rongeur (B)

Les lignes représentent les introns et les rectangles blancs les exons. L’exon IX codant, représenté par la partie verte, contient 2 sites de
polyadénlylation (polyA). Les rectangles rouges représentent le codon ATG d’initiation de la transcription. Le polymorphisme dans la région
du proBDNF est également représenté. Les exons |l et IX contiennent des sites donneurs d’épissages alternatifs, représentés par les fleches,
et notés A, B, C ou D. D’aprés Aid et al., 2007; Boulle et al., 2012; Pruunsild et al., 2007.
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Ces variants aux extrémités 3’ et/ou 5’ différentes permettent une régulation spatiale du
BDNF. Cela dépend en partie des promoteurs du géne (Timmusk and Metsis, 1994; Timmusk et al.,
1993), qui vont étre sollicités en réponse a divers stimuli. Par exemple, le promoteur de I'exon IV
contient 3 éléments sensibles au calcium nommés CaRE1, CaRE2 et CaRE3 (Zheng et al., 2011, 2012).
C'est le facteur CREB qui se lie a CaRE3. La transcription du gene va dépendre de |'activité neuronale

et de la concentration intracellulaire en calcium.

Comme chez ’homme, via ses 2 sites de polyadénylation, le transcrit primaire de BDNF donnera 2
populations d’ARN messager de BDNF possédant soit la forme 3’ UTR courte soit la forme 3’ UTR
(Untranslated Transcribed Region) longue. La forme courte des ARN messagers du BDNF a été
montrée comme étant restreinte au soma des neurones; son réle étant de maintenir une production
basale de BDNF (An et al.,, 2008; Lau et al., 2010). Depuis, une étude récente montre que les
transcrits courts et longs peuvent étre adressés au niveau des dendrites et y étre traduits localement.
C'est I'interaction avec certaines protéines de liaison a I’ARN, nommées RBP (RNA Biding Protein) qui
régule l'adressage des transcrits aux dendrites en réponse a différents stimuli. Par exemple,
I'interaction avec CPEB-1, une RBP, permet au transcrit court d’étre adressé aux dendrites, un
adressage qui nécessite aussi l'interaction avec d’autres RBP tel que ELAV-2 et -4 (Vicario et al.,

2015).

Il existe aussi des régulations épigénétiques de la transcription du géne, qui ont fait I'objet de
nombreuses études ces derniéres années car ces modifications ont été liées avec les maladies
psychiatriques (Mitchelmore and Gede, 2014). Des méthylations sur les résidus cytosines des
dinucléotides CpG au niveau du promoteur IV du BDNF peuvent avoir lieu, ce qui peut, via I'activité
neuronale, entrainer la transcription du géne. Par exemple, en se liant a des cytosines méthylées, le
facteur MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2) recrute des histones deacetylases pour réguler la

transcription.

La régulation du géne est donc trés complexe : en fonction du contexte, de la région étudiée, et de la

localisation subcellulaire, différents transcrits de la protéine BDNF sont finement régulés.
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DU PROBDNF VERS LE BDNF MATURE

Synthése et stockage intracellulaire

Le preproBDNF est synthétisé dans le réticulum endoplasmique, et il est transporté dans des
vésicules (Rothman and Orci, 1992), aprées clivage du signal peptide dans le réseau trans-Golgien
(Greenberg et al.,, 2009). Il a été suggéré qu’il puisse se former des homodiméres, ou des
hétéromeres de proneurotrophines dans le réticulum endoplasmique (Heymach and Shooter, 1995;
Kolbeck et al., 1994). Le proBDNF est un précurseur de 32 kDa qui est N-glycosylé et glycosulfaté
dans le site du proBDNF (Mowla et al., 2001).

A partir du réseau trans-golgien, 2 types de vésicules peuvent étre générées selon leur mécanisme
de sécrétion (Merighi, 2002). Présentes dans tous les types cellulaires, les vésicules de sécrétion de la
voie constitutive (d’'un diamétre de 50 a 100 nm) vont étre transportées par défaut vers la
membrane plasmique et fusionner avec elle pour libérer le BDNF dans I'espace extracellulaire de
facon non régulée, continue. Les autres granules de sécrétion (d'un diameétre de 100 a 300 nm), de la
voie régulée, s’accumuleront a la membrane plasmique mais ne fusionneront que lorsqu’un
potentiel d’action le leur permettra (Lessmann and Brigadski, 2009). Il peut s’agir de vésicules a
corps dense, qui peuvent étre transportées de fagon bidirectionnelle vers I'axone ou les dendrites,
par un mécanisme dépendant d’une protéine se liant aux microtubules : la dynactine (Kwinter et al.,

2009).

Dans ce cas, I'exocytose requiert du calcium, et se fait généralement a des endroits ol la membrane
plasmique est riche en cholestérol (Lang et al.,, 2001). C’est vers cette voie que le BDNF est
majoritairement adressé (Mowla et al., 1999). Il a été montré qu’une partie du BDNF mature (des
résidus acides en particulier) interagissait avec la carboxypeptidase E, CPE (deux résidus basiques),
qui agit comme un récepteur, ce qui permet d’adresser la protéine dans les vésicules de la voie
régulée (Lou et al., 2005; Park et al., 2008; Thomas and Davies, 2005). Sans CPE, le BDNF est plut6t
adressé vers la voie de sécrétion constitutive (Lu et al., 2005). D’un point de vue morphologique, des
souris KO pour la carboxypeptidase E démontrent une arborisation dendritique corticale et
hippocampique différente par rapport aux souris contréles, ainsi que des différences dans la taille

des dendrites (Woronowicz et al., 2010).
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Enfin, une partie du proBDNF a été montrée comme interagissant avec la queue cytoplasmique de la
sortiline, une autre protéine intracellulaire chaperonne agissant comme un récepteur. Ceci permet
un adressage du proBDNF aux vésicules de sécrétion de la voie régulée dans les neurones (Chen et
al., 2005; Lu et al., 2005). Le fait d’avoir le polymorphisme Val66Met empéche I'interaction entre le
proBDNF et la sortiline, il en résulte un mauvais adressage du proBDNF dans les vésicules de

sécrétion, et donc des fonctions cognitives altérées comme une moins bonne mémoire épisodique.

Le clivage

Le proBDNF a plusieurs devenirs : il peut étre clivé en BDNF mature au niveau intracellulaire puis
sécrété; il peut étre sécrété directement sous sa forme proBDNF et étre clivé au niveau
extracellulaire, enfin, il peut étre sécrété sans étre clivé. Le clivage du fragment N-terminal par des
protéases spécifiques générera la protéine mature d’'un poids moléculaire d’environ 14 kDa. La
littérature décrit également une forme de BDNF a 28 kDA qui n’est pas nécessairement obligatoire a

la formation du BDNF mature (Mowla et al., 2001).

CLIVAGE INTRACELLULAIRE ET STOCKAGE

Le proBDNF peut étre clivé en BDNF mature au niveau intracellulaire par des endoprotéases comme
la furine dans le trans-Golgi. Dans les axones pré-synaptiques, le proBDNF et le BDNF mature sont
colocalisés dans des vésicules de sécrétion, ce qui suggere que le clivage peut aussi intervenir dans
les granules de sécrétion. Le proBDNF peut y étre clivé par des prohormones convertases (Dieni et

al., 2012; Seidah et al., 1996).

CLIVAGE EXTRACELLULAIRE

Libéré dans I'espace synaptique, le proBDNF peut y étre clivé par des métalloprotéases de la matrice
extracellulaire, ou bien par I'enzyme plasminogene, activée par l'activateur de plasminogene
tissulaire, le tPA (tissue plasminogen activator) (Gray and Ellis, 2008; Keifer et al., 2009; Lee et al.,
2001). Ce clivage extracellulaire est rapporté comme étant le phénoméne le plus important parmi les
autres phénomenes de conversion (Nagappan et al., 2009). Le tPA est une sérine protéase de 70
kDa, qui catalyse la conversion du plasminogene en plasmine, une protéase capable de dégrader de
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nombreux substrats. A 'origine, le tPA a été caractérisé comme permettant la fibrinolyse dans le
compartiment vasculaire. Sa présence ne se limite pas a ce compartiment puisqu’il a été observé
dans les neurones et la microglie, mais pas dans les oligodendrocytes et les astrocytes. |l est stocké
dans des vésicules de sécrétion et libéré dans I'espace extracellulaire lors d’une dépolarisation

membranaire ou d’une stimulation.

intracellulaire extracellulaire
proBDNF proBDNF —— } p7SNTR
furine _| proconvertase plasmine Métalloprotéases

tPA’—/I\

" plasminogéne

mBDNF mBDNF — > } i

- : _J

Figure 12: Résumé du clivage protéolytique du proBDNF neuronal
Adapté d’aprés Khan and Smith, 2015

Roles du tPA

En conditions physiologiques, le tPA est impliqué dans la migration neuronale et la croissance
synaptique lors du développement, alors que chez I'adulte, le tPA joue un rdle dans la
neurotransmission et la plasticité synaptique. Par exemple, une inhibition de la phase tardive de la
LTP a été montrée via l'utilisation d’inhibiteur du tPA dans les fibres moussues de I'hippocampe
(pour revue, voir (Baranes et al., 1998; Melchor and Strickland, 2005). Le stress chronique chez la
souris provoque des modifications moléculaires (diminution des sous-unités NR1 et NR2 des
récepteurs NMDA) et morphologiques (plasticité des épines dendritiques) dans I’hippocampe ainsi
que des altérations comportementales (perturbation de la mémoire spatiale) et ce via des effets

protéolytiques ou non protéolytiques du tPA (Pawlak et al., 2005).

Récemment par exemple, une équipe a montré que des injections de rt-PA (par voie i.v.)
(recombinant tissue plasminogen activator ou activateur tissulaire du plasminogéne recombinant)
chez le rat provoquaient une augmentation progressive du BDNF mature spécifiquement dans
I’'hippocampe parallelement a une activation du récepteur TrkB. Dans cette étude, les auteurs
démontrent que le phénomene est indépendant de I'activité plasmine, mais est plut6t lié a une

activation des récepteurs NMDA (Rodier et al.,, 2014). En effet, il semble que l'activation des
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récepteurs NMDA permette la libération de tPA des neurones vers I'espace extracellulaire. Dans
cette étude, les auteurs démontrent I'interaction du tPA (via son site catalytique) avec la sous unité
NR1 des récepteurs NMDA. Le tPA entraine le clivage de NR1 dans sa partie terminale. En
augmentant de 37% [l'influx calcique des récepteurs NMDA, le tPA potentialise les phénomeénes
d’excitotoxicité, conséquences de I'activation massive des récepteurs NMDA (Nicole et al., 2001). En
outre, aucune différence n’est relevée dans le taux de proBDNF, il est donc possible que le rt-PA

participe a la fois a la maturation du BDNF et a sa synthése continue (Rodier et al., 2014).

Enfin, il a été montré que la libération de dopamine dans le Nac apres une faible dépolarisation

membranaire (40 mM KCl) était potentialisée par le tPA (Ito et al., 2006).

Lien tPA et dépendance

En 2004, I'équipe de Nagai a montré qu’une seule injection de morphine (10mg/kg, s.c) augmentait
de 772% les ARNm de tPA dans le Nac par rapport a des animaux témoins. Bien que ce pourcentage
ne soit pas si élevé lors d’injections chroniques (5 jours de traitement avec des doses croissantes de
morphine), des augmentations de 150 % dans cette méme région ont tout de méme été rapportées.
Les niveaux protéiques et l'activité enzymatique du tPA étaient également augmentés de facon
significative (Nagai et al., 2004a). Il semble que le systéme tPA-plasmine joue un rbéle important dans
les effets récompensant de la morphine, puisque la préférence de place a la morphine était soit
réduite chez des souris KO pour le tPA, soit absente chez des souris KO pour le plasminogene. Enfin,
dans ces mémes expériences, il a été montré que le tPA était nécessaire pour induire la libération de

dopamine dans le Nac apres une injection de morphine.

Il semble également que le stress impacte le taux de tPA dans I'amygdale : les souris déficientes pour
le tPA ont ainsi des réponses anormales face au stress et des taux anormaux de corticostérone
circulants pendant la période de récupération apres le stress. Récemment, une équipe a montré que
I'activation des récepteurs aux glucocorticoides par le stress améliorait la mémoire contextuelle de
peur par un mécanisme indirect BDNF-dépendant. En effet, dans cette étude les glucocorticoides
augmentent les taux de proBDNF et de tPA. La plasmine générée participe au clivage du proBDNF en
BDNF mature, et ce dernier induit une cascade de signalisation conduisant a la phosphorylation de

ERK (Revest et al., 2014).
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Le transport

La présence de BDNF endogene au niveau axonal et dendritique a été rapportée. Le transport
antérograde du BDNF, du soma vers la terminaison axonale a été proposé comme étant la source
principale de libération de BDNF (Adachi et al., 2005). Un peu plus tard, Lessmann et Brigadski ont
émis I’hypothése que I'adressage du BDNF dans la cellule était lié a sa quantité : des faibles taux de
BDNF sont plus en faveur d’un adressage de la protéine aux dendrites, tandis que des taux plus
élevés favorisent, en plus d’'un adressage aux dendrites, un transport antérograde axonal (Lessmann

and Brigadski, 2009).

. La sécrétion

Il a été montré que le BDNF pouvait étre sécrété a partir de structures pré- et post-synaptiques
(Edelmann et al., 2014). En effet, il peut étre sécrété au niveau axonal ou dendritique. Les vésicules a
corps dense sont observées au niveau des axones, tandis que les vésicules sans corps dense sont
situées au niveau dendritique (Dean et al., 2012; Park and Poo, 2013). Les taux endogénes intra- et
extra-cellulaires de BDNF sont faibles, la libération et I’action du BDNF est donc locale. Matsuda et
ses collaborateurs ont montré différentes modalités de fusion des vésicules de sécrétion contenant
le BDNF, selon si la libération est axonale ou dendritique dans une culture de neurones provenant de
I’"hippocampe. Lors d’une stimulation électrique tonique, une fusion compléte des vésicules avec une
forte sécrétion de BDNF est observée au niveau dendritique. Le BDNF peut alors agir au niveau des
terminaisons pré-synaptiques en tant que signal rétrograde, ou au niveau post-synaptique, en tant
que facteur autocrine. Au niveau axonal en revanche, une fusion incompléte des vésicules (et donc
une libération de BDNF faible) est observée au niveau de I'axone. C’est lorsque la stimulation est
prolongée, dans un protocole de stimulation a haute fréquence, que la sécrétion totale de BDNF
axonale est observée (Matsuda et al., 2009). De plus, aprés un protocole de stimulation tétanique a
haute fréquence, une libération post-synaptique de BDNF a été reportée au niveau de synapses
glutamatergiques de neurones de I'hippocampe de rat en culture. Il s’agit d’un processus dépendant
d’un influx calcique post—synaptique (Hartmann et al., 2012). Ce dernier peut provenir de différentes

sources : les récepteurs-canaux NMDA, les canaux calciques voltages-dépendants (VDCC), ou encore
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les stocks intracellulaires de calcium (Kuczewski et al., 2009) . D’un point de vue moléculaire, il a été
récemment montré que la protéine cytosolique nommée CAPS1 participait a la fusion des vésicules
de sécrétion contenant le BDNF dans des neurones de |’hippocampe de souris en culture (Eckenstaler

et al., 2016).

Les récepteurs du BDNF

LE RECEPTEUR A ACTIVITE TYROSINE KINASE TRKB

Le BDNF mature et le proBDNF exercent des fonctions opposées : on parle d’une action « yin-yang »
des neurotrophines. Dans sa forme immature, le proBDNF peut se lier avec une forte affinité au
récepteur p75, un facteur de nécrose tumorale. Ceci entraine une cascade de signalisation dont la
conséquence est la mort cellulaire (Lu et al., 2005). Au cours de ces travaux de thése, c’est |'action du

BDNF mature qui a été source d’intérét, aussi, la signalisation du proBDNF ne sera pas détaillée ici.

Les neurotrophines matures (dont NT-3, NT-4, NT-5 et NT-7), le NGF, et le BDNF partagent une
affinité commune pour le récepteur p75, mais il s’agit d’une affinité faible (ko = 10° M). En
revanche, chaque neurotrophine a sa propre affinité (k, = 10" M) parmi la famille des récepteurs a
activité tyrosine kinase (TrkA, TrkB et TrkC) (McKay et al., 1996). Ces récepteurs, et notamment le
produit du géne TrkA (appelé initialement Trk), ont été identifiés pour la premiére fois a partir d’'une
biopsie de carcinome du colon comme étant des génes transformants, c’est-a-dire des genes
capables, par I'intermédiaire d’'une modification, d’induire un phénotype cancéreux (Martin-Zanca et

al., 1989).

Le BDNF mature se lie au récepteur TrkB. Il existe 8 transcrits différents pour le récepteur TrkB, qui

vont coder pour 2 classes de récepteurs : une forme « entiére », TrkB™*

, trés glycosylée, composée
de 821 acides aminés et une seconde classe, TrkB™, identique a la premiere, a la différence qu’elle
ne posséde qu’un petit domaine cytoplasmique (de I'ordre d’une vingtaine d’acide aminés), et est
donc dépourvu de domaine catalytique. Ces récepteurs ne peuvent donc pas étre autophosphorylés.
Plusieurs isoformes tronquées dans la partie C-terminale sont décrites dans la littérature : il s’agit des
formes TrkB.T1, TrkB.T2. Ces isoformes contiennent des séquences uniques en acides aminés dans
leur partie terminale. Chez 'homme, une autre isoforme a été identifiée et semble étre exprimée

principalement dans le cerveau : il s’agit de I'isoforme TrkB.Shc, qui possede le site de liaison pour la

protéine Shc dans le domaine juxtamembranaire, mais n’a pas de domaine a activité tyrosine kinase.
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Une étude a montré qu’une exposition courte au BDNF (15 secondes) augmentait rapidement
I’expression des récepteurs TrkB en surface, mais lorsque I’exposition au BDNF était prolongée (de 1

a 24 heures), I'expression des récepteurs en surface diminue drastiquement (Haapasalo et al., 2002).

COMPOSITION

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont distribués a la membrane plasmique, et leur partie N-
terminale est localisée au niveau extracellulaire. La partie extracellulaire du récepteur est composée
de 3 régions riches en résidus leucines encadrées par 2 domaines cystéines et 2 domaines qui
présentent une analogie de structure avec les immunoglobulines (Huang and Reichardt, 2003). Deux
sites de la partie extracellulaire du récepteur ont été identifiéss comme pouvant lier
indépendamment le BDNF : un tiers du site riche en leucine avec le domaine riche en cystéine C2
(figure 13), et la partie immunoglobuline 2 (Haniu et al., 1997). Le récepteur possede ensuite un
domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique a activité tyrosine kinase. La partie
intracellulaire comporte également des tyrosines en dehors du domaine kinase qui peuvent
également étre phosphorylées et entrainer des cascades de signalisation particulieres. Une étude a
montré par 3 techniques différentes que le récepteur TrkB se dimérisait spontanément dans le
réticulum endoplasmique avant d’atteindre la surface membranaire dans une culture de cellules HEK.
Le domaine cytoplasmique du récepteur jouerait un réle important dans la dimérisation. Le
récepteur ne devient cependant actif que lors de I'incubation avec le BDNF dans le milieu (Shen and

Maruyama, 2012).

NT Trk isoforms
A B .
¢ TrkB isoforms BDNF bound, Dominant
autophosphorylation negative
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Figure 13 : Les récepteurs a activité tyrosine kinase Trk
A: Composition des isoformes du récepteur Trk, NT : neurotrophine, C: domaine riche en cystéines, LRR : motif leucine répété, Ig:
domaine immunoglobuline d’aprés Huang and Reichardt, 2003. B : Activation des récepteurs TrkB, d’aprés Saarelainen et al., 2003.
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LOCALISATION

Le récepteur TrkB est distribué de fagon ubiquitaire, on le retrouve dans le SNC, en quantité
importante dans I'hippocampe, le cervelet et la moelle épiniere, mais également au niveau du
systeme nerveux périphérique. Il est également exprimé dans des structures non neuronales, comme
la langue, le colon, I'intestin, ou encore le pancréas (Muragaki et al., 1995; Shibayama and Koizumi,

1996). Certaines études ont montré que le récepteur TrkB™

était plutdt neuronal alors que les 2
autres isoformes TrkB™ sont plutdt localisées au niveau des oligodendrocytes ou des astrocytes
(Fryer et al., 1996; Shibayama and Koizumi, 1996). Dans les neurones, le recepteur TrkB est exprimé

au niveau pré et post-synaptique (Ohira and Hayashi, 2009).

MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES

Selon les especes, il y aurait 9 sites de N-glycosylation communs aux récepteurs TrkA, B et C dans le
domaine extracellulaire. Seules 4 asparagines, l'acide aminé liant |'oligoside, auraient un
emplacement conservé chez toutes les espéces, et concernerait précisément les asparagines 26, 90,
17 et 223 (Haniu et al., 1995) ; Watson et al., 1999). Une étude fonctionnelle du récepteur TrkA a
montré qu’une forme partiellement glycosylée du récepteur, observable a 110 kDa en western blot,
n’était pas localisée a la membrane plasmique, mais plutot retenue dans le réticulum endoplasmique
(Miranda et al., 2002). Cette forme non glycosylée peut étre phosphorylée de maniére constitutive,
en I'absence de neurotrophine, a la fois au niveau du domaine catalytique mais aussi au niveau
d’autres tyrosines dans le domaine juxtamembranaire dans les cellules PC12. Cependant, ces
phosphorylations n’entrainent pas d’activation des kinases MEK et ERK, normalement activées apres

fixation du ligand sur le récepteur (Watson et al., 1999).

Cascades de signalisation intracellulaire

Une fois le ligand fixé au récepteur, ce dernier se dimérise et subit une autophosphorylation sur
plusieurs résidus tyrosine dans le domaine a activité tyrosine kinase, pour induire un changement
conformationnel permettant aux sites actifs d’étre plus accessibles au substrat (figure 14). Si trois
résidus tyrosines sont dans le domaine catalytique (Y670, Y674 et Y675), d’autres tyrosines peuvent
étre transphosphorylées en dehors du domaine a activité kinase (Huang and Reichardt, 2003;

Middlemas et al., 1994).
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Figure 14: Représentation simplifiée de la cascade de signalisation BDNF- TrkB
Adaptée et modifiée d’apres Blum and Konnerth, 2005; Cunha et al.,, 2010. Le BDNF se lie au récepteur TrkB, permettant ainsi sa
dimérisation et son autophosphorylation sur les résidus tyrosines dans le domaine cytoplasmique du récepteur. Cela va permettre
I'activation de 3 cascades de signalisation principales : PLCy, PI3K et ERK, qui ménent a la phosphorylation et a I'activation du facteur de
transcription CREB, permettant la transcription de génes essentiels a la survie et a la différenciation neuronale. PLCy : phospholipase Cy;
IP3 : inositol triphosphate, CamK2 : calcium/calmodulin dependent protein kinase Il; PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase; ERK : extracellular
signal-regulated kinase; Shc : src homology domain containing; Grb2 : growth factor receptor-bound protein 2; SOS : son of sevenless; Gab1l
: Grb-associated binder 1; CREB : cAMP-calcium response element binding protein; Ras : GTP binding protein; Raf : Ras associated factor;
MEK : MAP/Erk kinase, Bad: Bcl2 —antagonist of cell death.

La phosphorylation des tyrosines sert a accueillir des effecteurs cytoplasmiques, qui vont activer
différentes voies de signalisation. Ceci amenera un changement de I'expression de genes et
différentes réponses biologiques dans les neurones. Il a été montré que la phosphorylation des
différents résidus tyrosine ne s’effectue pas de fagon synchronisée : par exemple aprés application
de NGF sur des cellules PC12 surexprimant le récepteur TrkA, la tyrosine Y674 est phosphorylée
avant la tyrosine 515. Par ailleurs, la phosphorylation sur la tyrosine 515 est plus persistante que sur

la tyrosine 674 (Segal et al., 1996).
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La transphosphorylation de la tyrosine 490, dans le domaine juxtamembranaire, intéragit avec la
protéine adapatrice Shc. Cette protéine va former un complexe protéique avec Grb2 (Growth factor
Receptor Bound protein 2) et Sos (Son of sevenless). La protéine Sos est un facteur d’échange qui va
activer la petite protéine G Ras. Ras se lie ensuite a d’autres kinases de la famille Raf, ce qui conduit
a Pactivation de MEK (MAPK kinase) et ERK. La protéine ERK phosphorylée peut étre transloquée
dans le noyau afin d’activer des facteurs de transcription. Cette cascade de signalisation induit la
survie des cellules en stimulant Pactivité ou I'expression de protéines anti-apoptotiques, comme
Bcl-2 et le facteur de transcription CREB. Parallelement, la protéine Grb2 peut également recruter
une autre protéine intermédiaire, Gab1l, afin d’activer la voie des PI3 kinase (phosphoinositide 2-
kinase), qui stimulera la sérine/thréonine kinase Akt (appelée aussi protéine kinase B). La protéine
Akt posseéde bon nombre de substrats, parmi lesquels Bad, un inhibiteur de BCI-2 impliqué dans la
régulation positive de I'apoptose mitochondriale, ou encore Forskhead, un facteur de transcription
induisant I'apoptose. Une étude sur culture cellulaire a également montré qu’Akt était capable de

phosphoryler CREB (Du and Montminy, 1998).

Ainsi, Akt supprime I'apoptose en phosphorylant les protéines apoptotiques. Il a également été
montré que Ras intéragissait directement avec la PI3K. L’activation de cette derniere est donc
certainement la conséquence de I'action de Ras et Gabl. La voie Akt-PI3K favorise donc la survie

neuronale (pour revue voir (Cunha et al., 2010; Kaplan and Miller, 2000; Minichiello, 2009).

La transphosphorylation de la tyrosine 816 permet le recrutement de la phospholipase C gamma
PLCy. Ceci va permettre une augmentation de la concentration calcique via une libération des
stocks intracellulaires et I'activation de la CAMKIl (Ca2+-calmodulin dependent kinase). Cette
derniere peut également activer le facteur de transcription CREB, ce qui va participer a I'expression

du BDNF lui-méme.

Des trans-activations du récepteur Trk ont été mises en évidence in vitro et in vivo par un
mécanisme indépendant des neurotrophines. Ces transactivations décrites sont liées soit aux
antidépresseurs, ou encore sont dépendantes de ligands de récepteurs couplés aux protéines G,
comme I'adénosine ou le polypeptide PACAP (Lee and Chao, 2001; Rajagopal et al., 2004; Rantamaki
et al., 2011).

Enfin, les isoformes du récepteur peuvent lier le BDNF et l'internaliser. Une étude suggére qu’en
réponse a une exposition au BDNF, les cellules augmenteraient leur niveau protéique de TrkB-Shc : il
s’agirait d’'un mécanisme limitant I’activation des récepteurs non tronqués (par exemple en formant

des hétérodimeéres), et limitant la diffusion du BDNF (Fenner, 2012; Wong and Garner, 2012).
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Les isoformes agiraient donc comme dominants négatifs de la signalisation BDNF-TrkB. En
2002, Offenhduser et ses collaborateurs montraient que la liaison du BDNF au récepteur TrkB.T1
n’engendrait pas de modification de I'expression des génes dans des cellules NIH-3T3 en culture
(Offenhduser et al., 2002). Quelques années plus tard, les recherches sont allées au-dela du rdle de
dominant négatif du récepteur et il a été montré que le récepteur TrkB.T1 était impliqué dans
diverses autres fonctions, dépendantes ou indépendantes du BDNF. Les cellules non neuronales
exprimant TrkB.T1 peuvent par exemple réguler le taux extracellulaire de BDNF en le séquestrant et
en le stockant dans des vésicules. Lorsque le BDNF vient a manquer, le BDNF peut alors étre libéré
par exocytose. D’autres hypothéses proposent que TrkB.T1 soit lié a la protéine inhibitrice de
dissociation du GDP, RhoGDI. L'activité des RhoGTPases régulerait ensuite la stabilité et la
morphologie des cellules gliales. En présence de BDNF, il y aurait une dissociation de TrkB.T1 et
RhoGDI, afin d’inhiber les RhoGTPases, provoquant plutét une déstabilisation du cytosquelette
(Fenner, 2012). Enfin, au niveau des astrocytes, des concentrations subnanomolaires de BDNF
provoquent |’activation d’'une protéine G et de la PLCy, puis la libération massive de calcium du

réticulum endoplasmique, un mécanisme qui va favoriser I'activité neuronale (Rose et al., 2003).

Le devenir du complexe BDNF-TrkB

Si l'internalisation peut représenter une extinction du signal pour la plupart des facteurs de
croissance, dans le cas du récepteur TrkB activé, il s’agit d’'une étape importante permettant
certaines fonctions biologiques des neurotrophines. Méme si elles peuvent exercer une action
synaptique locale, la signalisation des neurotrophines des axones vers le corps cellulaire est
déterminante pour la croissance des dendrites et la survie neuronale. Ainsi, un transport rétrograde
du complexe BDNF-TrkB est donc nécessaire (Huang and Reichardt, 2003). Récemment, une étude a
montré le devenir du BDNF apreés activation des récepteurs, en liant le BDNF avec des nanoparticules
fluorescentes photostables. Cing minutes apres I'application de 200 pM de BDNF dans une culture
embryonnaire de ganglions noueux, le complexe BDNF-TrkB est proche de la membrane plasmique
alors que 60 minutes aprés la mise en présence du BDNF, 90% des complexes BDNF- TrkB se trouvent
au niveau du soma des neurones. Dans le soma, le trafic du BDNF est tres hétérogene, et aucun
mouvement ne semble particulierement dédié a une localisation subcellulaire précise (Vermehren-

Schmaedick et al., 2014).
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Figure 15: Sécrétion, recapture et transport du BDNF au niveau synaptique

La liaison du BDNF sécrété avec le récepteur TrkB conduit a I'endocytose du complexe dans des endosomes de signalisation par le neurone
pré- ou post-synaptique. Il peut se produire une libération du BDNF contenu dans les granules de sécrétion, ou encore a partir des
endosomes contenant le BDNF internalisé, un processus dépendant des récepteurs AMPA et NMDA. Selon I'origine du BDNF, différentes
isoformes de synaptotagmine participent a la libération du BDNF. Au niveau post-synaptique des dendrites ceci permet une réutilisation du
BDNF tandis que le BDNF axonal contenu dans les endosomes au niveau pré-synaptique peut étre transporté vers le soma et les dendrites
du neurone pré-synaptique. Adapté d’aprés Wong et al., 2015.

Le complexe BDNF-TrkB est internalisé dans des endosomes de signalisation ne contenant pas
nécessairement de la clathrine. Il a été montré que le domaine riche en leucine de la protéine
transmembranaire Slitrk5 interagissait avec le domaine riche en leucine du récepteur TrkB,
permettant, en présence de BDNF, de favoriser le recyclage du complexe BDNF-TrkB, dans des
endosomes contenant la protéine Rab11 (Song et al., 2015). Cette internalisation requiert un influx
calcique, provenant soit de canaux calciques dépendants du voltage, soit de récepteurs NMDA. Le

récepteur Trk reste phosphorylé dans ces endosomes qui contiennent les molécules intermédiaires
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de signalisation activée, comme les kinases Ras-MAP, la PLCy1 et la voie des PI3 kinase (Cosker and
Segal, 2014; Du et al., 2003). Les endosomes peuvent ainsi étre transportés sur de longues distances
dans le cytoplasme. Il a été montré que le transport axonal rétrograde était dépendant de la protéine
snapine, agissant comme un adaptateur de la dynéine, une protéine motrice cytoplasmique fixée aux
microtubules (Zhou et al.,, 2012). Une étude récente dans une culture neuronale d’hippocampe
montre également qu’au niveau post-synaptique, le complexe BDNF-TrkB internalisé montre des
phases de transport antérograde et rétrograde, résultant en un déplacement relativement limité.
Apres un protocole de stimulation mimant I'activité neuronale, certains endosomes contenant du
BDNF sont libérés par exocytose au niveau dendritique, un mécanisme dépendant d’'une entrée de
calcium au niveau post-synaptique par les récepteurs NMDA. Cette étude montre que la
synaptotagmine 6 participe spécifiquement a I'exocytose du BDNF précédemment internalisé, tandis
que la sécrétion du BDNF endogéne synthétisé est régulée par une autre isoforme de
synaptotagmine (Wong et al., 2015) (figure 15). En maintenant la signalisation du BDNF par sa
résécrétion, le BDNF peut jouer un réle important dans le maintien des phénomeénes de

potentialisation a long terme.

FONCTION PHYSIOLOGIQUE DU BDNF

. Au niveau central

Le BDNF est tres exprimé dans le SNC, dans différents types cellulaires comme les neurones, les
astrocytes, la microglie et les cellules endothéliales. Pendant le développement, le BDNF influence
presque tous les aspects du développement du SNC tels que la prolifération, la migration, la survie,
la protection neuronale, le guidage axonal, la croissance des dendrites, la formation des synapses.
Comme précédemment évoqué, l'internalisation et le transport du complexe BDNF-TrkB vers le
noyau permet de stimuler la croissance des neurites. Dans les neurones, le BDNF est essentiel au
développement et a la survie des neurones dopaminergiques, GABAergiques, cholinergiques, et

sérotoninergiques (Alderson et al., 1990; Hyman et al., 1991; Spenger et al., 1995).
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PLASTICITE SYNAPTIQUE

La capacité du cerveau a s’adapter ou a modifier son comportement en réponse a |'expérience ou a
un environnement spécifique dépend de la plasticité des connexions synaptiques. Le BDNF joue un
réle majeur dans ces phénomeénes (Cowansage et al., 2010). La plasticité synaptique est dite ciblée
dans le sens ou des modifications engendrées sur une synapse ne seront pas répercutées sur les
autres synapses environnantes. Sécrété en réponse a l'activité neuronale et possédant une faible
capacité de diffusion, le BDNF agit localement, au niveau des synapses actives. |l a été montré dans
des neurones en culture que le BDNF participait a la formation de nouvelles synapses en permettant
la dissociation des complexes cadherines-B cathénines, des molécules d’adhésion cellulaires (Bamji et
al., 2006). Pendant le développement, les jonctions neuromusculaires passent d’innervations
multiples a des innervations simples via des compétitions entre les axones. Les formes pro et mature
du BDNF constituent une balance dans I’élimination ou le maintien des fibres nerveuses. Le
proBDNF des cellules musculaires post-synaptiques, via son récepteur p75 induit une rétraction des
fibres nerveuses terminales, tandis que la conversion du proBDNF en BDNF mature retarde leur
élimination (Je et al., 2013). Dans les neurones matures de I’hippocampe, le BDNF régule la densité et
la morphologie des épines dendritiques (Kellner et al., 2014). Dans les dendrites apicales des
neurones CA1l, le BDNF augmente la densité des épines dendritiques par un mécanisme dépendant

de ERK1/2 (Alonso et al., 2004)

PHASE PRECOCE DE LA POTENTIALISATION A LONG TERME

Parmi les phénomeénes de plasticité synaptique, la LTP est tres étudiée. Il s’agit de la potentialisation
de l'efficacité de la transmission synaptique, indispensable aux phénoménes mnésiques. Elle se
caractérise par une élévation de calcium au niveau post-synaptique, due a I'activation des récepteurs
glutamatergiques NMDA. Elle peut étre divisée en 2 phases : la phase précoce et la phase tardive. La
phase précoce dure environ 1h et correspond a des transports de protéines existantes vers la
synapse ou a des phosphorylations de protéines tandis que la phase tardive peut durer plusieurs
heures et requiert une synthése d’ARNm et de protéines de novo. Dans I'hippocampe
adulte, l'inhibition de la signalisation BDNF-TrkB atténue I'expression de la phase précoce de la LTP.
Les interventions génétiques touchant le gene exprimant le BDNF ou le récepteur TrkB chez les souris
montrent des déficits de la LTP, un phénomene réversible par des applications exogénes de BDNF

recombinant (Woo and Lu, 2009).
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PHASE TARDIVE DE LA POTENTIALISATION A LONG TERME

L'induction de la phase tardive de la LTP augmente les ARNm du BDNF et du récepteur TrkB dans
I’hippocampe, un phénomeéne qui pourrait étre di au facteur de transcription CREB, puisque la
transcription du BDNF est régulée en partie via CREB, et ce dernier est nécessaire a I'expression de la
phase tardive de la LTP. D’autre part, il semble que la conversion du proBDNF en mBDNF par le
systéme tPA/plasmine soit essentielle dans I'expression de la LTP : I'application de BDNF mature
exogene réverse le déficit en LTP observé chez des souris KO pour le tPA et la plasmine alors que
I’application du proBDNF résistant au clivage est sans effet sur I’expression déficiente de LTP (Pang et

al., 2004).

DEPRESSION A LONG TERME

La LTD réduit I'efficacité synaptique et correspond a la dépotentialisation de synapses spécifiques. Il
a été montré que le BDNF mature inhibait la LTD dans le cortex visuel (Akaneya et al., 1996). ||
semble donc que le BDNF facilite le renforcement synaptique et atténue la dépression synaptique.
Dans I'hippocampe, le proBDNF participe a la LTD via son récepteur p75NTR par un mécanisme
dépendant des récepteurs NMDA. En effet, chez des souris mutantes pour le récepteur p75NTR,
cette forme spécifique de LTD n’existe pas. Une diminution de I'expression des sous-unités NR2B des

récepteurs NMDA, impliqués dans la LTD était réduite chez les souris mutantes (Woo et al., 2005).

BDNF ET FONCTIONS COGNITIVES

Le BDNF est fortement impliqué dans les différents types de mémoire. Par exemple, pendant
I’apprentissage contextuel, I'expression du BDNF augmente dans I"hippocampe (Woo and Lu, 2009).
Via un lentivirus injecté de facon bilatérale dans I'hippocampe dorsal de souris, une délétion
spécifique du BDNF dans cette région a pu étre réalisée. Ces souris présentent de moins bonnes
performances que les souris témoins lorsqu’elles sont soumises au test de reconnaissance d’objet
nouveau. L'apprentissage spatial est également impacté par rapport aux souris controles (Heldt et

al., 2007).

Si le BDNF joue indéniablement un réle dans la plasticité synaptique, il a été montré que selon la
cinétique de signalisation (augmentation aiglie ou graduelle de la concentration de BDNF), les effets
sur la plasticité synaptique sont différents. Une augmentation graduelle de BDNF correspondrait in

vivo au mode de libération constitutif de BDNF. Sur des neurones immatures, une augmentation
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importante de BDNF permet |’élongation des neurites tandis qu’'une augmentation plus progressive
du BDNF favorise le développement des ramifications des neurites. Sur des neurones plus matures, la
téte des épines dendritiques s’élargie grace a une application importante de BDNF alors que le mode
graduel est plutét en faveur d'une élongation du cou des épines. Enfin, sur des coupes
d’hippocampe, une libération importante de BDNF améliore la transmission synaptique basale, alors
qgue l'augmentation progressive de BDNF facilite la LTP. L'activation du récepteur TrkB, selon la
modalité de libération de BDNF, va entrainer des voies de signalisation différentes, et donc induire

des effets différents (Ji et al., 2010).

Au niveau périphérique

Si le BDNF est présent au niveau du systéme nerveux central, il I'est également en périphérie. On
retrouve le BDNF dans le plasma chez le rongeur et chez ’'homme, et de maniére plus concentrée
dans le sérum. L'origine du BDNF circulant n’est pas connue, mais il existe plusieurs candidats de
divers types cellulaires. Dans le sang, le BDNF est essentiellement stocké dans les plaquettes
circulantes (Fujimura et al., 2002), et en particulier dans les granules o et dans le cytoplasme. Dans
le sang humain, les plaquettes y circulent 7 a 10 jours. La demi-vie du BDNF dans le plasma est trés
courte, de l'ordre de 90 minutes (Poduslo and Curran, 1996), ce qui suggere que les taux
plasmatiques de BDNF refletent la concentration libre circulante tandis que la quantification du BDNF
dans le sérum peut étre le reflet de la concentration du BDNF dans les plaquettes. Ne serait-ce que
pour des raisons éthiques chez I’homme, la mesure du taux central de BDNF est difficile et I'étude du
taux périphérique du BDNF présente un grand intérét dans le domaine psychiatrique. Des études ont
montré que le BDNF traversait la barriere hémato-encéphalique (Pan et al., 1998). Des corrélations
entre les taux périphériques de BDNF et les taux centraux ont été mises en évidence (Karege et al.,
2002; Klein et al., 2011), mais cela reste controversé. En effet, en fonction de la région centrale

étudiée, des corrélations ne sont pas toujours retrouvées.

Outre les plaquettes, des ARNm du BDNF et de TrkB sont présents dans de nombreux tissus, comme
le muscle, le thymus, le cceur, le foie, les cellules endothéliales vasculaires (Nakahashi et al., 2000),
les poumons, la rate ou encore la glande submandibulaire (Saruta et al., 2012). Les monocytes et

lymphocytes produisent également du BDNF (pour revue, voir (Serra-Millas, 2016).
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éRégulation du BDNF dans I’addiction

Des altérations centrales et/ou périphériques de BDNF sont observées dans certaines pathologies
telle que I'épilepsie, la dépression, la maladie d’Alzheimer ou encore la maladie de Parkinson. Dans
ce chapitre, ce sont les altérations de BDNF reportées dans I'addiction qui seront spécifiquement

détaillées.

Les études chez I’animal

Selon la drogue consommée, la durée et les doses des traitements, le temps de sevrage, la région

d’intérét ou encore la contingence de I'administration, les modifications de BDNF observées varient.

AUGMENTATION DES TAUX DE BDNF

Plusieurs études rapportent des variations de BDNF dans le Nac. Apres un sevrage court et long a la
methamphétamine ou a la nicotine, une augmentation protéique de BDNF est rapportée. Au début
du sevrage a la methamphétamine, une augmentation de la forme phosphorylée de CREB (pCREB)
est observée, ainsi qu’une augmentation plus tardive du ratio phosphoTrkB/TrkB (23 jours de
sevrage) associé a une augmentation des épines dendritiques spécifiquement dans le Nac shell

(Kivinummi et al., 2011; Ren et al., 2015).

Il semblerait qu’il y aient des variations de BDNF spécifiques dans les sous-régions du Nac,
puisqu’avec la cocaine, une augmentation des ARNm de BDNF est également reportée
spécifiguement dans le shell, avec une diminution des récepteurs TrkB dans le core et dans le shell 5
jours apres l'arrét des traitements (Filip et al., 2006). Avec la cocaine, les variations temporelles de
BDNF suivant une injection ont été mesurées: les ARNm de BDNF augmentent dans le shell 60
minutes aprés l'injection de cocaine (20mg/kg, i.p.), et déclinent aprés 90 minutes. Ensuite, 120
minutes aprés I'injection, ce sont les protéines de BDNF qui augmentent et restent élevées pendant 4
heures avant de retrouver un taux basal apres 24 heures (Graham et al., 2007). Toujours apres un
traitement a la cocaine, Huang et ses collaborateurs rapportent une augmentation progressive des

protéines de BDNF dans le shell, 14 et 28 jours aprés I'arrét du traitement, parallelement a une
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diminution de la protéine mGlu5, ce qui diminue la LTD dépendante des récepteurs mGlu (Huang et

al., 2011).

L’hippocampe, siege des apprentissages et de la plasticité synaptique est aussi une région d’intérét
pour observer les variations de BDNF : une étude rapporte des altérations hétérogeénes selon la sous-
région de I'hippocampe étudiée. Une augmentation transitoire dans la région CA1 de I'hippocampe
dorsal est observée 2 heures aprés la derniére injection de nicotine avec un retour a I’état basal 24
heures aprés (Kenny et al., 2000). Quarante-huit heures aprés I'arrét d’un autre traitement a la
nicotine, d’autres auteurs rapportent une augmentation des protéines de BDNF (Roni and Rahman,
2014). Il n'est pas impossible que les protocoles (administration forcée versus consommation
volontaire dans I'eau de boisson) et la durée des traitements (7 versus 21 jours) expliquent les

différences observées.

Avec l'alcool, une étude récente rapporte une augmentation de BDNF dans le cortex préfrontal de
rats apres 12 jours de sevrage apres gavage oral. Cette augmentation s’"accompagne d’une élévation
de l'interleukine 10, une cytokine anti-inflammatoire. Ceci pourrait contrebalancer les dommages
causés par l'intoxication a I'éthanol et constituerait ainsi une réponse adaptée pour restaurer
I’'homéostasie (Schunck et al., 2015). Enfin, avec la morphine, une augmentation des ARNm de BDNF
est observée 24, 48 et 72 heures aprés la derniére injection de morphine dans le noyau

paragigantocellularis qui constitue I’afférence majeure du locus coeruleus (Hatami et al., 2007).

DIMINUTION DE BDNF

Si au début du sevrage, une augmentation des ARNm de BDNF est observée, une diminution est
rapportée a 7 jours de sevrage apres implantation de pastilles de morphine sous-cutanées, ou apres
injections sous-cutanées dans le raphé dorsal (Lunden and Kirby, 2013). De la méme maniére, 4
semaines apres un protocole de 5 jours d’injections de morphine a doses croissantes, une diminution
du BDNF est observée dans I'"hippocampe, un phénomene qui est reversé par stimulation d’un point
précis d’acupuncture chez le rat (Lee et al., 2014). L’amygdale n’échappe pas non plus aux variations
de BDNF et est une cible commune pour I'anxiété et I'alcoolisme : 24 heures aprés un traitement
chronique a I'’éthanol, une réduction de la signalisation du BDNF est observée, avec une diminution
de I'expression du géne précoce Arc, ainsi qu’une diminution de la densité des épines dendritiques.
Ces phénomeénes s’accompagnent d’un comportement anxiogéne chez les animaux (Pandey et al.,
2008). Enfin, dans I'ATV, I'expression du BDNF diminue aprés un traitement chronique a la morphine.

Le BDNF dans I’ATV antagonise I'effet chronique de la morphine au niveau de la voie ATV-Nac. En
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effet, des souris KO pour le BDNF spécifiquement dans I'ATV (stratégie par injection d’adénovirus)
augmentent leurs scores de préférence de place a la morphine. Le BDNF influencerait I'excitabilité
des neurones dopaminergiques projetant dans le Nac et en particulier les neurones porteurs des

récepteurs dopaminergiques D1 (Koo et al., 2012).

REGULATIONS EPIGENETIQUES DU BDNF

Les régions promotrices du géne du BDNF sont la cible d’altérations épigénétiques et les drogues
modulent ces phénomeénes. Par exemple, aprés un protocole d’auto-administration de cocaine, une
augmentation protéique de BDNF ainsi qu’une augmentation de I'exon 1 est rapportée dans I'ATV
aprés 7 jours d’abstinence forcée. Ce mécanisme impliquerait une augmentation de la protéine de
liaison a CREB, la CBP, avec les promoteurs du BDNF. La CBP a une activité histone acetyltransferase :
I'association augmente |'acétylation de I’histone H3, ce qui permet I'ouverture de la chromatine pour

augmenter la transcription du BDNF (Schmidt et al., 2012).

Une étude récente a montré qu’en bloquant I'augmentation de l'activité histone deacetylase,
observée pendant le sevrage a I'alcool, la diminution de BDNF normalement observée était reversée,

de méme que le comportement anxiogéne des animaux (You et al., 2014).

Abstinence prolongée, incubation et craving

LE BDNF ENDOGENE

Le craving, précedemment évoqué, va persister chez des patients abstinents, méme au-dela de la
période de sevrage physique éventuellement associée a la consommation de la substance. La
présence des stimuli associés a la consommation de la drogue peut induire cette sensation de
craving, et est appelée «incubation du craving ». Dans certaines régions du cerveau une
augmentation progressive des taux de BDNF est observée lors de I'incubation du craving pour les
drogues. Par exemple, avec la cocaine, une augmentation des taux de BDNF a 30 et 90 jours de
sevrage est observée dans I'amygdale et dans le Nac alors qu’un jour aprés I'arrét du traitement,
aucune variation n’est relevée. Ce phénoméne semble étre spécifique des drogues car aucune
variation de BDNF au cours du temps n’est relevée avec une récompense alternative comme le
sucrose (Grimm et al., 2003). Plusieurs études ont rapporté cette augmentation progressive de BDNF
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avec la cocaine. Récemment, Li et ses collaborateurs ont démontré une augmentation de la protéine
BDNF dans le core du Nac aprés 45 jours de sevrage suivant un protocole d’auto-administration de
cocaine. Cette augmentation se prolonge jusqu’a 90 jours de sevrage, avec une augmentation qui se
propage également dans le shell du Nac. Via l'utilisation de lentivirus exprimant un siRNA pour le
TrkB, cette étude a montré qu’en atténuant la signalisation BDNF-TrkB dans le core au 1% jour de
sevrage, la recherche de cocaine était favorisée, alors que cela est sans effet lorsque I'injection est
réalisée plus tardivement dans le sevrage. L'injection de ces mémes vecteurs dans le shell atténue la
recherche de cocaine mesurée 90 jours apres |'auto-administration : le shell serait donc uniquement

impliqué dans I'incubation lors du sevrage prolongé (Li et al., 2013).

Avec la cocaine, une sensibilisation dépendante du BDNF au niveau des synapses excitatrices des
neurones dopaminergique est observée dans I’ATV entre 10 et 15 jours apres la derniére injection. Il
s’agirait d’un phénomene dépendant des récepteurs NMDA et de I'activation post-synaptique du
récepteur TrkB. La stimulation de ces synapses par le BDNF endogéne pourrait contribuer a la
rechute et a la recherche compulsive de drogue en potentialisant I'activité des neurones
dopaminergiques lors des présentations des stimuli associés a la drogue (Pu et al., 2006). Avec
I’héroine, une augmentation des ARNm de BDNF est rapportée dans le cortex préfrontal apres 14
jours d’abstinence alors qu’aucune variation n’est rapportée au 1° jour de sevrage (Kuntz-Melcavage

et al., 2009).

LE BDNF EXOGENE

Selon la région ciblée ou le protocole de traitement utilisé, le BDNF peut s’avérer étre une cible
thérapeutique prometteuse. Par exemple, le fait d’infuser du BDNF dans le cortex pré-frontal aprés
la derniére session d’auto-administration atténue le comportement de recherche de cocaine apres
22h et 6 jours d’abstinence. Au début du sevrage, le BDNF pourrait donc protéger contre des
neuroadaptations induites par la drogue, et prévenir la rechute (Berglind et al., 2007). Le mécanisme
sous-jacent pourrait impliquer la phosphorylation de la synapsine dans Nac. En effet, apres I'auto-
administration de cocaine, une augmentation de la phosphorylation de la synapsine a été relevée,
une phosphorylation qui retrouve un niveau de base lors de l'infusion de BDNF. Ceci pourrait
restaurer une activité neuronale dans le circuit cortex préfrontal — Nac et participerait a la

restauration des stocks vésiculaires au début du sevrage (Sun et al., 2015).

Le BDNF peut aussi contribuer a la recherche de drogue. D’une fagon générale, comme cela a été

précédemment évoqué, la cocaine augmente la signalisation du BDNF dans le Nac (Fumagalli et al.,
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2013; Grimm et al., 2003; Huang et al., 2011; Li et al., 2013). En infusant du BDNF dans le shell
pendant I'auto-administration de cocaine, Graham et ses collaborateurs ont constaté une
augmentation de la prise de cocaine dans un protocole d’extinction testé 10 jours aprés l'auto-
administration. Testé dans un protocole de réinstallation, ces méme rats présentent une
augmentation des appuis sur le levier précédemment associé a la cocaine, témoignant d'une
recherche de cocaine exacerbée (Graham et al., 2007). Une autre étude rapporte une augmentation
de I'expression de CREB dans le shell, laquelle facilite également la rechute dans un protocole d’auto-
administration de cocaine (Larson et al., 2011). Lorsque le BDNF est infusé dans I'ATV, les rats
augmentent leur recherche de cocaine aprés 3 et 30 jours de sevrage, un phénomeéne dépendant de

la signalisation des MAP kinases (Lu et al., 2004).

 Les études chez I’homme

UN BIOMARQUEUR POTENTIEL ?

Tout parametre biologique utilisé comme un indicateur d’'un processus normal ou pathologique et
mesurable dans un tissu ou un liquide peut étre considéré comme un biomarqueur. lls servent a
aider les cliniciens dans les choix thérapeutiques possibles, ou a suivre I'efficacité d’un traitement.
Depuis quelgues années, le BDNF a été proposé comme candidat biomarqueur pour évaluer la

survenue des rechutes.

Nicotine

Peu d’études relatent les taux de BDNF dans la dépendance a la nicotine, mais l'influence du
polymorphisme Val66Met a été décrite. Dans une étude incluant 600 participants d’origine asiatique,
les fumeurs possédant I'allele Met fumeraient plus jeunes que ceux possédant le génotype Val/Val
(Zhang et al., 2012). Une autre étude incluant des personnes d’origine germanique montrent que les
porteurs de I'allele Met seraient plus vulnérables a l'initiation et au maintien du comportement de
prise de nicotine. Il pourrait s’agir d’'un moyen de compenser un dysfonctionnement cognitif, car la
nicotine améliore certaines performances mnésiques(Lang et al., 2007). Enfin, une autre étude
clinique rapporte des taux élevés de BDNF dans le plasma dans les 2 mois qui suivent I'arrét du tabac,

par rapport a un taux basal (Kim et al., 2007b).
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Alcool

Six mois apres l'inclusion de patients dépendants, le taux sérique de BDNF augmente par rapport au
taux basal mesuré au début de I'étude. L'augmentation du BDNF dans le sérum est visible chez les
patients abstinents et non abstinents. Le taux de BDNF était cependant plus élevé chez les individus

abstinents par rapport aux non-abstinents (Huang et al., 2008).

Une autre étude rapporte une diminution du taux de BDNF plasmatique par rapport a des sujets
témoins. La concentration de BDNF est mesurée 30 jours aprés I’'hospitalisation des individus, afin de

minimiser les effets de I'intoxication a I'alcool et du syndrome de sevrage (Chen et al., 2015).

D’un point de vue génétique, une étude a montré que les porteurs des alléles sauvages (Val/Val) sont

ére

ceux qui rechutent le plus vite lors de la 1¥° année de leur prise en charge thérapeutique (Nees et al.,
2015). Lorsque la famille du patient a elle-méme connu des dépendances a I'alcool, ce lien est encore
plus marqué, ce qui suppose une interaction forte entre le génotype et les facteurs familiaux comme
d’autres polymorphismes génétiques. Récemment, une étude chez I'adolescent a montré un lien
entre les porteurs de l'allele Met (Val/Met ou Met/Met) et I'activation du putamen lors de
I'anticipation des récompenses. Les adolescents consommant le plus d’alcool sont ceux dont le

putamen s’active le moins. Chez les porteurs de 'allele Met agés entre 14 et 15 ans, |'activation du

putamen prédit leur consommation d’alcool dans les 2 années qui suivent (Lhullier et al., 2015).

Héroine

Une étude a rapporté une diminution des taux sériques de BDNF chez des patients dépendants a
I’'héroine, par rapport a des sujets controles (Heberlein et al., 2011). Cependant, une autre étude
rapporte des taux de BDNF élevés dans le sérum de patients dépendants aux opiacés (héroine ou
méthadone), avec une corrélation positive pour l'intensité du désir pour la drogue. Le BDNF
augmenterait ainsi I'effet récompensant de la drogue (Zhang et al., 2014). Lors du sevrage, les
concentrations de BDNF semblent également augmenter, que cela soit au début du sevrage mais
également un mois aprés la consommation d’héroine (von Diemen et al.,, 2014). Au regard du
polymorphisme Val/Met, une étude a montré que les hommes possédant le génotype hétérozygote
Val/Met abusaient de I’héroine a des dges plus précoces que ceux ayant un génotype homozygote

(Val/Val ou Met/Met) (Costa et al., 2011).
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Cocaine

Une diminution du BDNF sérique a été relevée chez des patients dépendants a la cocaine au début
de leur admission a I’hdpital, en comparaison avec des sujets non dépendants. Ce taux augmente
progressivement jusqu’a leur sortie (von Diemen et al.,, 2014). Une autre étude retrouve une
augmentation du taux de BDNF chez des patients dépendants a la cocaine 12 jours apres 'arrét de la
drogue et cette augmentation correle positivement avec le craving pour la cocaine. Ainsi, le taux de
BDNF dans le sérum a été proposé comme biomarqueur potentiel de I'addiction a la cocaine
(Corominas-Roso et al., 2013). Quelques temps auparavant, le BDNF était déja proposé comme bon
biomarqueur de la rechute : plus le taux de BDNF sérique était élevé, plus la rechute était proche
dans le temps. Les patients abstinents depuis 3 semaines présentent également une sensibilité de
I’axe hypothalamo-hypophysaire (cortisol et ACTH), lequel peut moduler le BDNF (D’Sa et al., 2011).
Le stress étant lié a la possibilité de rechute, les changements dans le taux périphérique de BDNF

peuvent refléter les adaptations du systéeme de stress avec la rechute a la cocaine.
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Objectif général de 1a these

Comme nous venons de le voir de fagon non exhaustive, les mécanismes qui sous-tendent I'addiction
sont loin d’étre compris et de trés nombreuses neuroadaptations se mettent en place a différents

stades de la maladie.

Un des problémes majeurs de la prise en charge des personnes dépendantes est le trés fort taux de
rechute méme apres de longues périodes d’abstinence. Une certaine mémoire perdure, ré-activable
par des stimuli associés a la prise de drogues, et responsable trés certainement de cette vulnérabilité
a la rechute. Il est essentiel de mieux comprendre cette mémoire et c’est dans cet objectif que mes

travaux de theése se sont inscrits.

Comme explicité dans le chapitre 2, I'anticipation des récompenses joue treés certainement un role
essentiel, et différentes études ont mis en évidence des libérations de neurotransmetteurs comme la
dopamine (Benturquia et al., 2008; Puig et al., 2012; Schultz, 1998), ou les enképhalines (Nieto et al.,
2002) lors de ce phénoméne. De plus, des études préliminaires avaient mis en évidence des
augmentations de BDNF dans le Nac (Puig, 2012) aprés un traitement chronique a la cocaine. Ces
augmentations spontanées surviennent au début du sevrage, spécifiquement a I’heure ou les
animaux avaient I’habitude de recevoir I'injection de cocaine et perdurent dans le temps puisqu’elles

sont également observées au 14eme jour de sevrage.

L'objectif général de ce travail de these a été de caractériser les mécanismes cellulaires et
moléculaires a la base de cette « mémoire neurochimique» qui se manifeste spontanément lors du
sevrage, spécifiquement a I'heure ol les animaux avaient I’habitude de recevoir la drogue. Ce

phénoméne pourrait étre a la base d’une vulnérabilité plus importante a la rechute.

Le BDNF jouant un rdle essentiel dans la neuroplasticité et la neurobiologie des addictions, le premier
objectif de ce travail a donc été de déterminer (1) si les régulations de BDNF précédemment
observées avec la cocaine étaient retrouvées avec une autre drogue : la morphine et (2) d’élucider

plus précisément les altérations de la cascade de signalisation du BDNF et de son récepteur TrkB.

Nous avons poursuivi I'exploration de cette mémoire neurochimique induite par des injections
répétées de morphine en étudiant les libérations extracellulaires de dopamine, glutamate et GABA

dans le Nac. Le BDNF et son récepteur TrkB étant présents sur les neurones synthétisant ces
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neurotransmetteurs, nous avons également évalué I'existence de corrélations avec les altérations de

BDNF observées.

Les mécanismes de mémoire mettent aussi en jeu des réarrangements réversibles des réseaux de
neurones, et comme nous I'avons vu dans le chapitre 3, le BDNF joue un role essentiel dans cette
eme

plasticité. Le 3°™ objectif de ce travail a donc porté sur I'’étude des modifications morphologiques

des neurones lors de I'anticipation des injections dans le Nac.

Enfin, les quantités de BDNF périphériques pouvant refléter les concentrations centrales de cette
neurotrophine, le quatrieme et dernier objectif a été de déterminer si les variations de BDNF
centrales observées lors de [l'anticipation des injections étaient (1) retrouvées au niveau
périphérique dans le sang, et (2) retrouvées avec une récompense naturelle. Le taux périphérique
de BDNF pendant le sevrage a donc été comparé avec 3 traitements différents (cocaine, morphine et
récompense naturelle). Ces résultats ont été publiés dans un article en 2014, et laissent présager des

perspectives cliniques intéressantes qui seront discutées.
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Résultats

“However beautiful the strategy, you should occasionally
Jook at the results “

Winston Churchill
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OBJECTIF 1 : ETUDE DES MODIFICATIONS DE LA SIGNALISATION DU
BDNF INDUITES APRES UN TRAITEMENT CHRONIQUE A LA

MORPHINE

Le premier objectif de ce travail a été de déterminer les modifications a court et plus long
termes qui se mettent en place aprés 14 jours de traitement a la morphine (5mg/kg, s.c.) au niveau
central, dans les 2 sous-régions du Nac. Les modifications ont été étudiées au 1° et au 14°™ jour de
sevrage, en distinguant des altérations a I’heure habituelle d’injection de morphine par rapport a

une autre heure dans la journée, pour le taux basal.

Le BDNF dans sa forme pro et mature, ainsi que le récepteur TrkB, et une de ses isoformes: le
récepteur tronqué TrkB.T1l ont été quantifiés par western blot. L’activateur de plasminogéne
tissulaire tPA a également été quantifié afin d’observer un éventuel processus de maturation au
cours du temps. Enfin, le ratio pCREB/CREB(T), reflet de I'activation de la signalisation BDNF-TrkB a
été étudié.

L’analyse des résultats pour le 1% jour de sevrage est actuellement en cours et sera
présentée lors de la soutenance orale de ces travaux de thése. Les résultats qui suivent
correspondent a ceux obtenus 14 jours apres I'arrét des injections de morphine. La méthodologie

réalisée pour cet objectif est détaillée ci-apreés.
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'Méthodologie liée a 'objectif 1

Animaux

Les expériences ont été menées sur des rats males Sprague-Dawley (Janvier, France), pesant en
moyenne 300 g au début des expériences. Les animaux ont été acclimatés a I'animalerie et
manipulés quotidiennement par I'expérimentateur une semaine avant le début des traitements
pharmacologiques. Les conditions d’hébergement ont été contrdlées et relevées de sorte que la
température moyenne était comprise entre 21 et 23°C. Le cycle jour/nuit était de 12 heures, avec la
lumiere allumée a partir de 8h. Les animaux ont eu acces a de I'eau et de la nourriture fournie ad
libitum. Le nombre d’animaux utilisé et leur degré de souffrance ont été minimisés selon les

indications précisés dans le protocole n® CEEA34.NB.127.12.

Agent pharmacologique

La morphine (Morphine HCI, Francopia) a été dissoute dans une solution saline (NaCl a 0.9 %), a
raison d’une dose de 5mg/kg injectée par voie sous-cutanée pour un volume de 1mL/kg de poids

corporel. Le groupe controle a été traité dans les mémes conditions avec la solution saline.

Protocole de traitement

La répartition des animaux s’est faite de fagon aléatoire. Les animaux ont recu 1 injection de
morphine (5mg/kg, s.c.) par jour pendant 14 jours consécutifs, tous les jours a la méme heure. Le
groupe contrble a regu de la solution saline dans les mémes conditions. Les rats ont ensuite été
replacés dans leur cage d’habitation. Quatorze jours aprées I'arrét des traitements, les animaux ont
été sacrifiés (pentobarbital, i.p.), soit a I'heure habituelle d’injection de morphine ou de solution
saline, soit en dehors de I’heure habituelle d’injection (5 heures aprés |I’heure habituelle d’injection,
pour avoir un taux de base). Les cerveaux ont été collectés et congelés instantanément dans de

I'isopentane. Ils ont ensuite été stockés a au congélateur a -80°C en attendant leur analyse.

89



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

Analyses biochimiques

Extraction des protéines, dosages et préparation des échantillons

A partir d’un cerveau de rat entier, les structures cérébrales d’intérét sont disséqués (Harris,
MicroPunch®, Nucleus acccumbens core (1,2 mm), shell (0,5 mm) et mis en présence de 50 puL
tampon de lyse (Hepes (25mM — pH 7,4), NaCl (500Mm), EDTA (1mM), NaF (20mM), NP-40 (0,1% v/v)
et 1 pastille d’inhibiteur de proteases (Roche, contient 1ImM de EDTA)) et d’une solution anti-
phosphatase (Sigma, Cocktail 2, 1:100). Les échantillons ont été ensuite soniqués (Bandelin,
SONOPLUS mini 2) environ 30 secondes puis centrifugés a 4 °C a 14'000 rpm (Sigma 1-15k) pendant 2
minutes. Le surnageant est récupéré pour doser la quantité de protéines dans chaque échantillon. Le
dosage protéique a été réalisé selon la méthode de Bradford. Les protéines ont ensuite été
dénaturées avec du Sample buffer (62.5mM Tris-HCl [pH 6.8], 2% SDS, 10% glycerol, 5% pB-
mercaptoethanol, 0.001% bromophenol blue). Les échantillons ont été déposés dans un bain sec a
95°C pendant 5 minutes. A la sortie du bain sec, les échantillons sont laissés a température ambiante

quelques minutes avant d’étre stockés a -20°C.

Western blot

Cette technique semi-quantitative permet de séparer les protéines présentes dans un échantillon en
fonction de leur masse moléculaire via un systéme de détection par anticorps. Les protéines
proBDNF, BDNF mature, TrkB. T1, TrkB.FL, pCREB/CREB(T) et tPA ont été quantifiées dans les
surnageants des homogénats tissulaires cérébraux des rats traités et contréles. Un marqueur interne,
la B-actine a été utilisé afin d’effectuer les quantifications relatives sous forme d’unité arbitraire : la
densité optique de la protéine d’intérét mesurée a toujours été normalisée a la quantité de B-actine
mesurée dans I’échantillon. Afin d’évaluer un maximum de protéines sur un méme gel, des gels
commerciaux a gradients de concentrations ont été utilisés (Bio-Rad, mini-Protean TGX gels, 15 puits,
15ulL, 4-15% d’acrylamide) et placés dans la cuve de migration (Bio-Rad, Mini-PROTEAN Tetra system)
avec le tampon de migration (Tris (25mM), glycine (192mM) et SDS (0,1% m/v)) préparé ex tempo. Le
standard de poids moléculaires connu (Precision plus Protein standards, Bio-rad, Kaleidoscope, 10uL)
et les échantillons (10 pg) ont été déposés dans le gel. La migration des protéines s’effectue a 250V

et est arrétée lorsque le front de migration atteint I'extrémité inférieure des gels.

L’électro-transfert des protéines du gel vers une membrane de PVDF (Immobilon-P, 0,45 pum,

Millipore) s’effectue dans du tampon de transfert (Tris (25mM), glycine (192mM) et éthanol (20%
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v/v)) préparé extemporanément. Le transfert est effectué a 100V pendant 1 heure a 4°C sous

agitation magnétique. Au préalable, la membrane de PVDF est activée avec du méthanol.

Lorsque le transfert est terminé, la membrane est récupérée et lavée avec du TBS 1X. La membrane
est alors mise en présence de tampon de blocage pendant une heure sous agitation a température
ambiante. Le blocage des membranes s’effectue dans du lait écrémé 5% et TBS-t 0,1%. Apres |'étape
de blocage, la membrane est mise en présence des différents anticorps primaires d’intérét (tableau

2) sous agitation toute la nuit en chambre froide a 4°C.

Le lendemain, la membrane est rincée 3 fois dans du TBS-t 0,1% pendant 10 minutes avant de la
mettre en présence d’anticorps secondaire couplés a une peroxydase pendant 1h. Aprés 3 nouveaux
rincages au TBS-t 0,1% pendant 10 minutes, les complexes antigeénes-anticorps sont révélés par
chimiluminescence par le réactif Luminata Forte (Millipore, Western HRP substrate) La révélation se
fait via I'appareil ImageQuant 4000 (GE Healthcare Life Sciences). La quantification est faite avec le
logiciel ImageQuant TL et est réalisée par mesure de densitométrie (GE Healthcare Life Sciences). Les

contrastes ont été légérement modifiés pour la présentation de I'ensemble des résultats.

Pour I'analyse du ratio pCREB/CREB total, les membranes ont été deshybridées (Pour 1L de solution :
15g de glycine, 1g SDS, 10 mL tween 20 + H,0 distillée en quantité suffisante pour 1L, ajustement du

pH 2.2) avant de remettre en présence les anticorps anti-CREB(T) et anti-B-actine.

Analyses statistiques

Les comparaisons réalisées sont faite a partir de la densitométrie des bandes d’une méme
membrane, comprenant I'ensemble des échantillons des 2 groupes comparés (n=4-6/groupe). Les
résultats sont exprimés en moyenne et écart standard a la moyenne (+/-SEM). L’analyse des
variations du taux des différentes protéines s’est faite par comparaison de moyenne avec le test t de
Student. P<0,05 a été choisi comme seuil de significativité. Les analyses ont été effectuées a I'aide du

logicial GraphPad Prism version 5.03.
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Origine Espéece dilution

Anti-proBDNF Alomone labs Lapin 1/1000
Anti-mBDNF Alomone labs Lapin 1/600
Anti-TrkB.T1 Santa Cruz Lapin 1/500

Biotechnology

Anticorps Anti-TrkB.FL Alomone labs Lapin 1/800

primaires Anti-tPA Santa Cruz lapin 1/500

Biotechnology

Anti-phospho CREB (Ser133) Merck Millipore Lapin 1/800
Anti-CREB(T) Merck Millipore lapin 1/800
Anti-B-actine Sigma souris  1/20 000
anti-IgG de souris couplés Sigma chévre 1/50000

HorseRadish Peroxidase (HRP)
Anticorps

secondaires

anti-IgG de lapin couplés Sigma ane 1/50 000
HorseRadish Peroxidase (HRP)

Tableau 2: Synthése des fournisseurs et facteurs de dilution des anticorps
primaires et secondaires
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Conséquences d’un traitement chronique a 1a morphine 14 jours apreés la

‘derniére injection

DANS LE NOYAU ACCUMBENS CORE

Quatorze jours apres l'arrét des traitements, une forte augmentation de I'expression du BDNF
mature (tg)=5.298 ; p=0.0005) (figure 16 B) ainsi que du tPA (t = 3.3 ; p=0.0109) (figure 16 F) sont
observées chez les rats traités a la morphine par rapport aux contréles. En revanche, une diminution
significative du ratio pCREB/CREB(t) est mesurée chez les animaux traités a la morphine par rapport

aux rats controles (t) =2.464 ; p=0.0359).

Aucune différence significative entre les taux de proBDNF (figure 16 A), le taux de récepteurs TrkB
entiers et tronqués (figure 16 C et 16 D) n’a été rapportée chez les animaux traités a la morphine par

rapport aux animaux controles traités a la solution saline, dans le Nac core.
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Figure 16: Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué et
activation de la voie CREB aprés 14 jours de sevrage dans le noyau accumbens

core

Mesure du taux de base du proBDNF(A), mBDNF (B), du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D), du ratio pCREB/CREB total
(E) et du taux de tPA (F) au 14°m jour de sevrage chez des animaux traités a la morphine pendant 14 jours par rapport a des animaux
contréles traités a la solution saline par western blot. Les comparaisons des taux de base des différentes protéines ont été réalisée par
comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05. (* p<0.05 ) (n=3-6 par groupe, les
échantillons des 2 groupes ont été déposés sur un méme gel)
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DANS LE NOYAU ACCUMBENS SHELL

Dans le shell, le traitement a la morphine semble avoir un effet opposé sur le récepteurs TrkB et son
isoforme : une augmentation significative du récepteur TrkB entier (figure 17 C) a été observé (t; =
3.190; p =0.011) tandis qu’une diminution significative de I'isoforme tronquée TrkB.T1 (figure 17 D)
est rapportée (ti5) =3.842 ; p=0.004) chez les animaux traités a la morphine par rapport aux contrdles.
L'expression du tPA est également diminuée chez les rats traités a la morphine (figure 17 F) (ty) =

2.511 ; p=0.0404).

Cependant, il n'y a pas de différence significative entre les taux de proBDNF (figure 17 A), de BDNF
mature (Figure 17 B), et du ratio pCREB/CREB(t) (figure 17 E) chez les animaux traités a la morphine

par rapport aux animaux controles traités a la solution saline.
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Figure 17: Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué et
activation de 1a voie CREB aprés 14 jours de sevrage dans le noyau accumbens
shell

Mesure du taux de base de proBDNF(A) , mBDNF (B) , du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D) et du ratio pCREB/CREB
total (D) et du taux de tPA (E) au 14°™ jour de sevrage chez des animaux traités a la morphine pendant 14 jours par rapport a des animaux
controles traités a la solution saline par western blot. Les comparaisons des taux de base des différentes protéines ont été faites par
comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05. (* p<0.05, ** p< 0.01) (n=3-6 par groupe,
les échantillons des 2 groupes ont été déposés sur un méme gel).
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Conséquences d’un traitement chronique a la solution saline lors de

Panticipation des injections

DANS LE NOYAU ACCUMBENS CORE

Quatorze jours aprés I'arrét des injections, I'expression de I'ensemble des protéines quantifiées n’est
pas altérée entre I’heure habituelle d’injection de solution saline par rapport a une autre heure dans

la journée, dans le Nac core (figure 18 A-F)

97



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

A proBDNF B mBDNF
2.0+ 41
o
% 2
c  15- I S 3 i
- =
8 ' 5|
o 1.0 - 2
w o
z
2 0.5 3 1
o g
o
0.0 T T 0 T T
heure d'injection taux de base heure d'injection taux de base
proBDNF - — — —— — }“Bglr:{\ _—— - — — —
(28kDA) 16
B-actine - —— - B-acl::l;: b — e — . —
(4zkDA) (42kDA)
c TrkB.FL D TrkB.T1
3- 1.5+
2 o
< [ B
| =
£ 2- = 1.0 i
k3] °
k¢ ? —
Q. Q.
2 1 = 0.5
g 2
= (=
0 ; . 0.0 T T
heure d'injection taux de base heure d'injection taux de base
TrkB.FL - - - TrkB.T1 - TT
(120kDAY fookDA)Y -
B-actine e ca e T — B-actine ——— ——
(42kDA) (42kDA)
E
pCREB/CREB(T) F tPA
8.0x10-8 - 4-
2
® 2
=~ 6.0x10-24 ® 34
E [ P I
m —r c I
w 2 =
5 4.0>x10-8 4 $ 24
& Qa
'-g 2.0x10-8 9_:: 14
a
T T c T T
heure d'injection taux de base heure d'injection taux de base
CREB kDA - . - tPA " - 5
P (43 xDA) (ookDA) [N -
CREB(T) (43 KDA) & - PN
B-actine R —— — — — 4
B-actine (42kDA) * o - - (4zkDA)

Figure 18 : Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué et
activation de 1a voie CREB aprés 14 jours d’arrét des injections de solution saline

dans le noyau accumbens core

Mesure du taux de proBDNF (A), mBDNF (B), du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D), du ratio pCREB/CREB total (E) au
14°m jour de sevrage et du taux de tPA (F) chez des animaux traités a la solution saline pendant 14 jours par western blot. Les
comparaisons entre I'heure habituelle d’injection de solution saline et le taux basal des différentes protéines ont été faites par
comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05.) (n=5-6 par groupe, les échantillons des 2

groupes ont été déposés sur un méme gel) (* p<0.05)
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DANS LE NOYAU ACCUMBENS SHELL

Quatorze jours apres l'arrét des injections de solution saline, seule I'expression du BDNF mature
varie dans le Nac shell : une augmentation significative est relevée a I’heure habituelle d’injection de
solution saline, par rapport au taux basal (figure 19 B) (to = 2.249; p=0.0483). L'expression des

autres protéines ne varie pas (figure 19 A, C, D, E, F).
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Figure 19 : Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué et
activation de la voie CREB aprés 14 jours d’arrét des injections de solution saline
dans le noyau accumbens shell

Mesure du taux de proBDNF(A), mBDNF (B), du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D), du ratio pCREB/CREB total (E) et du
taux de tPA(F) au 14°™ jour de sevrage chez des animaux traités a la solution saline pendant 14 jours par western blot. Les comparaisons
entre I’heure habituelle d’injection de solution saline et le taux basal des différentes protéines ont été faites par comparaison de moyennes
avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05. (n=5-6 par groupe, les échantillons des 2 groupes ont été déposés sur

un méme gel)
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Conséquences d’un traitement chronique a 1a morphine lors de

I’anticipation des injections

DANS LE NOYAU ACCUMBENS CORE

Une augmentation importante de proBDNF (figure 20 A) est relevée a I’heure habituelle d’injection
par rapport a une autre heure dans la journée (tq =4.86 ; p=0.009), de méme qu’une augmentation

significative de BDNF mature (figure 20 B) (tq = 2.27 ; p= 0.0494).

Une augmentation significative du récepteur TrkB tronqué (figure 19 D) a I'heure habituelle

d’injection par rapport au taux de base (t4=2.394 ; p=0.0403) est également observée.

En revanche, aucune différence significative n’est relevée pour le taux des récepteurs TrkB entiers
(figure 20 C), pour ratio pCREB/CREB(T) (figure 20 E) et pour le taux de tPA (figure 20 F) a I'heure

habituelle d’injection de morphine par rapport a une autre heure dans la journée, dans le Nac core.
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Figure 20 : Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué, tPA
et activation de 1a voie CREB a I’heure habituelle d’injection de morphine apreés
14 jours d’arrét du traitement dans le noyau accumbens core

Mesure du taux de proBDNF (A), mBDNF (B), du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D), du ratio pCREB/CREB total (E), et
du tPA (F) au 14°™ jour de sevrage chez des animaux traités a la morphine pendant 14 jours par western blot. Les comparaisons entre
I'heure habituelle d’injection de solution saline et le taux basal des différentes protéines ont été faites par comparaison de moyennes avec
le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05. *** p<0.001, * p<0.05) (n=5-6 par groupe, les échantillons des 2 groupes
ont été déposés sur un méme gel).
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DANS LE NOYAU ACCUMBENS SHELL

Dans le shell, aucune différence significative n’est relevée pour le taux de proBDNF (figure 21 A), de
BDNF mature (figure 21 B), des récepteurs TrkB entiers (figure 21 C), du tPA (figure 21 F) et du ratio
pCREB/CREB(T) (figure 21 E) a I'heure habituelle d’injection de morphine par rapport a une autre
heure dans la journée, dans le noyau accumbens shell, au 14°™ jour de sevrage aprés un traitement
de 14 jours a la morphine. Alors qu’une augmentation significative a été observée dans le core, dans
le shell, une diminution significative des récepteurs TrkB.T1 (figure 21 D) a été quantifiée a I’heure

habituelle d’injection de morphine (t=3.335 ; p=0.0103).
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Figure 21: Expression du proBDNF, BDNF mature, TrkB entier et tronqué et
activation de 1a voie CREB a I’heure habituelle d’injection de morphine apreés 14

jours d’arrét du traitement dans le noyau accumbens shell

Mesure des taux de proBDNF (A), mBDNF(B), du récepteur TrkB (C) et du récepteur tronqué TrkB.T1 (D), du ratio pCREB/CREB total (E) et
du taux de tPA (F) au 14é'"ejour de sevrage chez des animaux traités a la morphine pendant 14 jours par western blot. Les comparaisons
entre I’heure habituelle d’injection de solution saline et le taux basal des différentes protéines ont été faites par comparaison de moyennes
avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05. (* p<0.05) (n=4-6 par groupe, les échantillons des 2 groupes ont été
déposés sur un méme gel).
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Tableau 3 : Bilan des résultats obtenus sur la signalisation du BDNF au 14" jour de sevrage dans le noyau accumbens

(A)
(B)
©
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Résumé des résultats obtenus dans I’objectif 1

JMI WDi1i4 CORE SHELL

Chez les animaux traités a la morphine et les animaux contréles

Chez les animaux contréles
Chez les animaux traités a la morphine

Morphine versus saline
proBDNF = =
mBDNF AAA =
TrkB.FL = A
TrkB.T1 = N\
pCREB/CREB(t) \ =
tPA 7 N
B WDi1i4 CORE SHELL c WDi14 CORE SHELL
Saline heure d’injection versus taux de base Morphine heure d’injection versus taux de base
proBDNF = = proBDNF A =
mBDNF 7 mBDNF 7
TrkB.FL = TrkB.FL = =
TrkB.T1 = TrkB.T1 A N
pCREB/CREB(t) = pCREB/CREB(t) = =
tPA = = tPA = =
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Les fleches refletent le niveau de significativité des résultats : 2/N : p<0.05; NN : p<0.01; AA A : p<0.001 vs aux contréles respectifs (contrdle saline (A), contrdle taux de base (B, C))
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éDiscussion partielle des résultats obtenus dans I’objectif 1

Le but de cette partie était d’avoir une vue d’ensemble sur les modifications a long terme de la voie
de signalisation BDNF-TrkB dans le Nac qui se mettent en place lors du sevrage (1) aprés un
traitement chronique a la morphine et (2) lors de I'anticipation des injections. Les résultats obtenus
montrent que dans notre protocole, 14 jours apres la derniere injection de morphine, I'expression
des protéines de la voie de signalisation du BDNF-TrkB est globalement augmentée lors du sevrage

chez les animaux traités par rapport aux controles.

Lors de l'anticipation des injections de morphine, I'expression des protéines proBDNF et BDNF
mature sont augmentées a I’heure habituelle d’injection de morphine par rapport a une autre heure

de la journée spécifiguement dans le Nac core.

Conséquences a long terme d’un traitement chronique a la morphine sur la

signalisation du BDNF :

Dans le Nac core, I'expression du BDNF mature et du tPA augmente au 14°me jour de sevrage apres
un traitement chronique a la morphine. Bien que non significative, on note aussi une tendance de
I’expression du proBDNF a diminuer. Ces résultats vont dans le sens d’'une maturation du proBDNF
en BDNF mature par un mécanisme dépendant du tPA. De fagon concordante avec nos résultats, une
augmentation des ARN messagers du tPA dans le Nac de souris aprées un traitement a la morphine a
été montrée, que cela concerne un traitement aigu (+ 772% par rapport aux contréles) ou un
traitement chronique (+ 150 % par rapport aux contrdles) (Nagai et al., 2004a). En revanche, jusqu’a
présent, la régulation du tPA lors du sevrage aprées un traitement chronique a la morphine n’avait pas

été étudiée.

Une augmentation du BDNF lors du sevrage aux opiacés avait déja été observée dans des études
précédentes. Aprés 14 jours d’abstinence forcée, en remettant les animaux dans la cage d’auto-
administration d’héroine sans aucune injection de drogue, une augmentation de BDNF a été montrée
par RT-gPCR par rapport aux rats contréles dans le CPFm (Kuntz-Melcavage et al., 2009). Chez
I’'homme, un mois aprés l'arrét de la consommation d’héroine, le taux de BDNF périphérique
augmente également par rapport a un taux basal pris au début de I'étude chez les individus

dépendants (Zhang et al., 2014).
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L'augmentation du BDNF est peut-étre le reflet d’'une adaptation de I'organisme pour se protéger,
comme cela a été montré pour I'éthanol par exemple ol le BDNF réduit la consommation d’éthanol
par un processus dépendant de la voie des MAPK dans le striatum dorso-latéral (Jeanblanc et al.,
2009, 2013). Cependant, I'augmentation de BDNF pourrait aussi étre liée au phénomeéne
d’incubation du craving, comme cela a été montré avec la cocaine, ou 'augmentation de la recherche
de cocaine via des indices préalablement associés a la prise lors de |'abstinence est corrélée avec une
augmentation de BDNF au cours du temps (Grimm et al., 2003). Ce phénomene participerait

également a la réinstallation du comportement de prise de drogue (Ghitza et al., 2010).

Bien que I'expression du BDNF augmente dans le core, aucune régulation des récepteurs
(TrkB et son isoforme TrkB.T1) n’a été observée dans cette région lors du sevrage a la morphine dans
nos conditions expérimentales. Dans le locus coeruleus, une augmentation des ARNm de BDNF a été
relevée aprés un traitement chronique a la morphine, sans qu’aucune régulation des récepteurs TrkB
n’ait été observée. En revanche, une augmentation des ARNm de BDNF 2, 6, 20 et 70 heures aprées
I'injection de naltrexone a été observée ainsi qu’une augmentation des ARNm de TrkB, mais
seulement 2 et 6 heures aprés un sevrage précipité. La régulation des récepteurs semble donc trées

dynamique dans le temps (Numan et al., 1998).

Enfin, nous avons observé une diminution du ratio pCREB/CREB(T) lors du sevrage, spécifiquement
dans le core. Il s’agit d’un résultat surprenant car si la signalisation du BDNF-TrkB est activée, une
activation du facteur de transcription CREB est plus attendu qu’une répression. Il est donc probable
que cette diminution pCREB/CREB(T) soit indépendante de la signalisation du BDNF, le facteur CREB
étant un facteur de transcription impliqué dans de nombreuses voies de signalisation. Une étude a
montré qu’apres un traitement chronique a la morphine, une diminution des taux de CREB était
observée dans le Nac (Widnell et al., 1996). Une diminution de pCREB a également été observée dans
le cortex de rat sevré aprés une intoxication a I'éthanol dans I'eau de boisson pendant 15 jours

(Pandey et al., 2001).

L'implantation de pastilles de morphine, ou des injections chroniques de morphine par voie
intrapéritonéale provoquent également une diminution de I'expression du BDNF dans I'ATV (Koo et
al., 2012). Pendant le sevrage, aprées un traitement a la morphine 2 fois par jour pendant 14 jours,

éme

une diminution du nombre de cellules exprimant le BDNF a été relevée dans I'ATV au 14™™ jour de
sevrage (Chu et al., 2007). La déplétion de BDNF dans I'ATV est-elle le reflet d’un transport vers le
Nac ? Le BDNF synthétisé dans les neurones dopaminergiques de I’ATV peut en effet étre transporté
de maniere antérograde et étre libéré dans le Nac (Altar et al., 1997). On peut en effet s’interroger

sur la provenance du BDNF. Est-il transporté vers le Nac depuis le CPFm ou I’ATV ? Est-il directement
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synthétisé dans le Nac core ? Est-ce un effet synergique provenant a la fois d’un transport et d’une

synthése intra-Nac ?

Contrairement au core, dans le shell, ni I'expression de la protéine précurseur, ni celle du BDNF
mature ne varient. La régulation du BDNF aprés un traitement a la morphine semble donc tres
dépendante de la région d’intérét étudiée. Aucune modification du BDNF dans I’hippocampe n’a par
exemple été observée 24 et 96 heures apres |I'implantation de pastilles de morphine chez des souris
(Arguello et al., 2009). En revanche, nous observons une augmentation significative du récepteur
TrkB.FL et une diminution du récepteur TrkB.T1. Le récepteur TrkB.T1 a été montré comme jouant le
role de dominant négatif, formant un complexe hétérodimérique avec le récepteur TrkB.FL pour
séquestrer le BDNF et empécher I'activation de la voie de signalisation. Ainsi, méme si |'expression
du BDNF ne varie pas, les régulations des récepteurs observées dans le shell vont dans le sens d’'une
activation de la voie. Il est donc probable que le sevrage a long terme a la morphine augmente
globalement la signalisation BDNF-TrkB dans le Nac, mais par des mécanismes différents selon la
sous-région étudiée. Cependant, aucune variation dans le ratio pCREB/CREB(T) n’a été observée dans

le shell.

Des roles différents ont été attribués au core et au shell lors de I'abstinence apres auto-
administration de cocaine chez le rat au regard des variations de BDNF. Une augmentation de BDNF

éme

avait ainsi été observée dans le Nac entier au 45™™ jour de sevrage aprés auto-administration de
cocaine chez le rat, par rapport a des animaux controles. En distinguant les 2 sous-régions, il est
apparu que I'augmentation du BDNF a ce temps de sevrage était seulement attribuée au core et non

éme

au shell du Nac. Ce n’est qu’au 90°™ jour d’abstinence qu’une augmentation de BDNF a été observée
dans le shell (Li et al., 2013). Dans leurs conditions expérimentales, le BDNF dans le core atténuerait
la recherche de cocaine au début du sevrage tandis que I'augmentation plus tardive du BDNF dans le
shell participerait au phénomene d’incubation du craving. Il est donc probable que dans nos

conditions, une augmentation plus tardive du BDNF dans le shell soit également observée.

Il ne faut également pas perdre de vue que les analyses des différentes protéines sont faites sur des
homogénats de tissus. Aussi, aucune distinction cellulaire et subcellulaire n’est ici réalisée. On ignore
par exemple si le BDNF est majoritairement intracellulaire, stocké dans des vésicules et en attente de
libération lors d’un potentiel d’action, ou bien s’il est extracellulaire et prét a activer ses récepteurs.
On ignore également si les régulations des récepteurs observées dans nos conditions concernent des
récepteurs exprimés a la surface de la membrane ou bien si elle concerne une réserve de récepteurs
préts a étre exprimés a la membrane, ou qui viennent d’étre internalisés. L'étude de Li et ses

collaborateurs précédemment citée représente une bonne illustration de cet argument: alors
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gu’aucune régulation du récepteur TrkB phosphorylé n’était relevée dans un homogénat de Nac

entier au 90°™ jour de sevrage entre les rats s’étant auto-administrés la cocaine et les rats contréles,
la distinction de la protéine phosphorylée en surface, par biotinylation, a montré une expression a la

membrane augmentée chez les rats cocaine par rapport aux rats controles (Li et al., 2013).

La mémoire neurochimique des injections :

En comparant I'heure a laquelle les animaux avaient I'habitude de recevoir une injection et une autre
heure de la journée au cours du sevrage, plusieurs informations peuvent étre dégagées. Cette
comparaison chez les animaux n’ayant recu qu’un traitement chronique avec un véhicule non
toxique, la solution saline, peut nous renseigner sur la conséquence et la rémanence des effets du
stress de ces injections sur I'activation ou la répression de la voie du BDNF-TrkB dans le Nac.
L'absence de régulation de la voie n’exclut cependant pas un éventuel effet du stress dans nos

conditions expérimentales, pouvant se traduire par d’autres variations de protéines.

Chez les rats traités pendant 14 jours avec la solution saline, aucune variation de la voie du BDNF-
TrkB n’est observée dans le core au 14°™ jour d’arrét du traitement, en comparant I’heure habituelle
d’injection de saline et une autre heure dans la journée. Plusieurs hypothéses peuvent étre
émises concernant cette absence de variation : soit notre protocole de traitement n’engendre pas de
stress chez les animaux, soit il existe un stress dans nos conditions expérimentales mais (1) le Nac
core n’y est pas sensible dans nos conditions ou (2) la voie du BDNF-TrkB n’est pas modulée par ce
stress ou bien (3) I'effet du stress est présent et régule la voie du BDNF mais ne perdure pas apres 14
jours d’arrét des injections. Dans ce dernier cas, 'analyse au 1% jour d’arrét des traitements

(expériences en cours) nous apportera cette information.

Dans le Nac shell cependant, un effet persistant est relevé : une forte augmentation de BDNF mature
est observée a I'heure habituelle d’injection de solution saline, par rapport a une autre heure de la
journée. Il s’agit d’un effet spontané, qui survient 14 jours aprés I'arrét d’injections chroniques de
solution saline. Aucune autre protéine de la voie de signalisation n’est altérée. Le Nac shell semble
donc sensible au souvenir de I'effet aigu du stress lors des injections. Des augmentations de BDNF
dans le Nac aprés un protocole de stress chez des animaux ont déja été rapportées dans la littérature
(Krishnan et al., 2007). Quel est I'origine de ce BDNF dont on observe une augmentation de
I’expression a I'heure habituelle d’injection de solution saline ? Le shell recoit des afférences de
I’hippocampe dorsal et ventral, or plusieurs études ont montré une augmentation de BDNF dans

I’hippocampe lorsque des animaux sont soumis a un stress chronique ou aigu (Shi et al., 2010;

109



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

Vollmayr et al., 2001). Il est donc possible que le BDNF provienne d’une autre région cérébrale

comme |I"hippocampe.

A I'heure habituelle d’injection, aucun effet du stress sur la signalisation du BDNF n’a été
observé dans le core chez les animaux traités a la solution saline. Aussi, ce qui est observé avec la
morphine dans cette sous-région reflete donc uniquement les conséquences du traitement
pharmacologique a long terme. A I’heure habituelle d’injection de morphine, une augmentation de
I’expression de BDNF mature et de proBDNF est observée par rapport a une autre heure de la
journée. Aucune régulation du tPA a I’heure habituelle d’injection n’a été observée, mais cela
n’exclut pas son intervention dans le processus de maturation du BDNF. En effet, une augmentation
basale du tPA a été observée chez les animaux traités a la morphine, par rapport au taux basal de tPA
des animaux controles. Il est donc possible d’imaginer une libération extracellulaire d’une réserve
intracellulaire de tPA a I’heure habituelle d’injection de morphine sous I'effet d’'un potentiel d’action,
et ce dernier participerait a la maturation du proBDNF en BDNF mature. Paralléelement, une
augmentation des récepteurs TrkB.T1 a été observée également dans le core a I’heure habituelle

d’injection de morphine.

Dans le shell, le souvenir des injections de solution saline provoque une augmentation de la protéine
mature de BDNF a I'heure habituelle d’injection par rapport au taux basal, alors qu’aucune régulation
n’est observée avec la morphine entre I'heure habituelle d’injection et le taux basal de BDNF. Cela
peut signifier que I'effet du stress est inhibé par la morphine dans le Nac shell. Contrairement au core
ol une augmentation des récepteurs tronqués est observée, dans le shell, I'expression des
récepteurs tronqués diminue a I'heure habituelle d’injection de morphine. Si ce récepteur joue une
nouvelle fois son réle de dominant négatif, une diminution de son expression présage plutét une

activation de la voie de signalisation.
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OBJECTIF 2 : ETUDE DES MODIFICATIONS DES
NEUROTRANSMETTEURS DOPAMINE, GLUTAMATE ET GABA

INDUITES APRES UN TRAITEMENT CHRONIQUE A LA MORPHINE

Les résultats précédemment discutés montrent en particulier des régulations d’expressions de
différents composants de la voie BDNF-TrkB dans le Nac core entre les animaux contréles et les
animaux traités a la morphine. Des altérations entre I’heure ou les animaux avaient |’habitude de
recevoir la drogue et une autre heure de la journée (taux de base) ont également été mises en

évidence.

Les données de la littérature montrent clairement un lien entre le BDNF et la plasticité neuronale,
induite par I'exposition a des drogues. Ce lien peut se faire par différentes voies et afin d’étudier le
réle que le BDNF peut avoir dans les effets observés dans nos conditions expérimentales, nous avons
dans un premier temps étudié par microdialyse intracérébrale les libérations de dopamine,
glutamate et GABA dans le Nac core. En effet, les récepteurs TrkB sont présents sur les 3 types de
neurones et l'activation de la cascade de signalisation BDNF-TrkB peut moduler la libération des
neurotransmetteurs. De plus, les données précédentes du laboratoire montraient des
augmentations spontanées de dopamine dans le Nac au 1% et 14°™ jour de sevrage a Iheure
habituelle d’injection de cocaine par rapport a une autre heure dans la journée, aprés 14 jours de

traitement (1 fois par jour, 20mg/kg, i.p.) (Puig et al., 2012).

Qu’en est-il avec une autre drogue, la morphine ? D’autres systemes en dehors du systéme

dopaminergique sont-ils altérés ?

La microdialyse intracérébrale en association avec une détection des neurotransmetteurs par
spectrométrie de masse a permis de répondre aux questions de cet objectif. La méthodologie utilisée

pour aboutir aux résultats est présentée ci-apres.
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'Méthodologie liée a objectif 2

Les conditions expérimentales liées aux animaux, au traitement pharmacologique et au protocole de
traitement chronique pendant 14 jours sont les mémes que celles précédemment décrites dans

I'objectif 1.

Chirurgie stéréotaxique

Aprés anesthésie par injection intrapéritonéale d’un cocktail kétamine/xylazine (80 et 10 mg/kg, i.p.),
les animaux sont placés sur un appareil stéréotaxique. Des canules—guides (CMA 12, Phymep, France)
ont été implantées au niveau de la région du Nac core (+1,6 mm en antéro-postérieur ; + 1,4 mm en
latéralité par rapport au Bregma et — 6 mm en dessous de la surface du crane, selon les coordonnées
de I’Atlas Paxinos et Watson, 1998). Du ciment dentaire (Dentalon, Heraeus) fixe la canule aux cranes
des animaux. Le début des traitements chroniques ne commence qu’aprés récupération compléete

des animaux, soit environ 1 semaine apres la chirurgie.

Microdialyse

Seringue reliée a une pompe

Perfusion de LCRa (1pL/min) Fibre

de silice

LCRa chargé en composés
contenu dans le liquide extracellulaire

synapse

Membrane
de microdialyse
implantée dans le Nac core

Figure 22 : Principe de 1a microdialyse

Une membrane semi-perméable est insérée au niveau du guide-canule implanté par stéréotaxie dans le Nac core de rats. Via une pompe,
du LCR artificiel (LCRa) est perfusé a débit constant. Les neurotransmetteurs dans I'espace extracellulaire vont, par gradient de
concentration, diffuser a travers la membrane et vont étre collectés pour ensuite étre analysés.
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La veille des expériences de microdialyse, du LCR artificiel (145 mM NaCl; 2,68 mM KCI; 1,10 mM
MgS0,, 1,22 mM CaCl,; 0,50 mM NaH,PO,; 1,55 mM Na,HPO4, ajutement pH 7.4, solution filtrée a
0,22 um) a été préparé et stocké a 4°C. Le jour de I'expérience, de |'acide ascorbique (L-ascorbic acid,
Sigma-Aldrich, CcHgOs 250 mM) a été ajouté extemporanément au LCRa afin de prévenir I'oxydation

de la dopamine.

Les étapes suivantes ont été réalisées sur animaux vigiles. Afin d’avoir un taux de
neurotransmetteurs le plus stable possible, la membrane de microdialyse (CMA 12 Ellit, 2 mm,
Phymep, France) a été insérée au niveau de la canule guide et du LCR artificiel a été perfusé 3 heures
avant le début des récoltes de dialysats. L'arrivée de LCRa et la sortie du dialysat au sein de la
membrane se fait via des capillaires en silice (fibres de silice, 150 UM de diametre externe et 75 uM

de diamétre interne, Phymep) (figure 22).

Une heure avant I'heure habituelle d’injection, les dialysats ont été récoltés dans un collecteur
réfrigéré. Les dialysats ont été prélevés toutes les 10 minutes, et la pompe de perfusion du LCRa était

réglée a un débit de 1pL/min.

Analyse des échantillons

L’analyse des échantillons de dialysat a été réalisée a I’h6pital Robert Debré (unité de biochimie) par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) (Waters) couplée a la spectrométrie de masse
(modele Xevo TQ-S), par le Dr Nicolas Marie. L’avantage de cette méthode est qu’elle permet
I'analyse d’'un grand nombre de molécules sur des volumes d’échantillons tres petits. Elle nécessite
une dérivatisation préalable des échantillons par de chlorure de benzoyl. Ce composé va augmenter
la sensibilité et améliorer la quantification des neurotransmetteurs. En effet, la quasi-totalité des
molécules organiques va étre marquée car le chlorure de benzoyl réagit avec les amines primaires et
secondaires, les groupes phénols et les groupes hydroxyle du ribose. Ainsi, aux 10 pL de chaque
dialysat ont été ajoutés 5 pL de tampon carbonate (Sodium carbonate monohydrate, CNa,0;, H,0
100mM, Sigma-Aldrich), 5uL de solution de dérivatisation (Chlorure de benzoyle (2% v/v), Sigma)
dans de I'acétonitrile (Sigma) et 5 plL de standard interne. Le standard interne a été préparé comme
suit : une solution de LCRa contenant 100 uM de GABA et de glutamate et 10 uM de dopamine ont
été dérivatisés avec du [phényl-"*C¢]-chlorure de benzoyle (Sigma-Aldrich) comme précédemment
décrit. La solution a ensuite été diluée au 1/100éme dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) (Sigma-

Aldrich) contenant 1 % (v/v) d’acide formique (Sigma-Aldrich).
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L'ensemble a été centrifugé et conservé a 4°C jusqu’a la récolte des derniers dialysats, qui était
I'aprés-midi, entre 15 et 16h pour recueillir le taux de base des neurotransmetteurs. Les échantillons
ont ensuite été stockés a — 80°C en attendant leur analyse. Les courbes étalons (figure 23) ont été
réalisées en utilisant des solutions standards de dopamine (de 0,5 a 100 nM), de glutamate et GABA

(de 5 a 1000 nM) (Sigma-Aldrich).
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Figure 23 : Gammes étalons réalisées avec les standards de dopamine, glutamate
et GABA

Les gammes ont été réalisées a partir de concentrations connues des différents neurotransmetteurs. Dans nos conditions expérimentales,
la limite de quantification de la dopamine était de 0,34 nM et la limite de détection était de 0,10 nM. Pour le glutamate, la limite de
quantification était de 12,68 nM et la limite de détection était de 3,80 nM. Enfin, pour le glutamate, la limite de quantification était de
14,88 nM et la limite de détection était de 4,46 nM.

Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au taux basal des animaux contrdles, ou par
rapport au taux basal des animaux traités. L’analyse des variations du taux des différents
neurotransmetteurs s’est faite par comparaison de moyenne avec le test t de Student. P<0,05 a été
choisi comme seuil de significativité. Les analyses ont été effectuées a I'aide du logiciel GraphPad

Prism version 5.03.
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Conséquences d’un traitement chronique a 1a morphine

BILAN NEUROCHIMIQUE AU 1R JOUR DE SEVRAGE

Au 1% jour de sevrage, les taux de base des neurotransmetteurs dopamine, glutamate et GABA ne
sont pas altérés dans le Nac core, chez les animaux traités a la morphine par rapport aux animaux

controles traités a la solution saline (figure 24).
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Figure 24 : Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA au 1°" jour de
sevrage dans le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats aprées 14 jours de traitement
a la morphine, par rapport au groupe contrdle traité a la solution saline dans les mémes conditions, lors du 1°" jour de
sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs chez les rats traités et les rats contréles ont
été faites par comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05. (n=7-8 par

groupe).
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BILAN NEUROCHIMIQUE AU 14ME JOUR DE SEVRAGE

Au 14°™ jour de sevrage, une augmentation du taux de dopamine extracellulaire a été quantifiée
dans le Nac (t(13-2.448 ; p=0,0293) chez les animaux traités a la morphine par rapport aux contrdles
(figure 25). Les taux extracellulaires de glutamate et de GABA chez les animaux traités a la morphine

ne varient pas par rapport aux animaux traités a la solution saline.
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Figure 25 : Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA au 14éme jour de
sevrage dans le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats aprés 14 jours de traitement
a la morphine, par rapport au groupe controle traité a la solution saline dans les mémes conditions, lors du 14éme jour de
sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs chez les rats traités et les rats contréles ont
été faites par comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05. (* p<0,05)
(n=7-8 par groupe).
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Conséquences d’un traitement chronique a la solution saline lors de

Panticipation des injections

BILAN NEUROCHIMIQUE AU 1} JOUR DE SEVRAGE

Les microdialysats des mémes rats traités a la solution saline pendant 14 jours ont été analysés et
comparés entre une récolte a I’heure habituelle d’injection et une autre heure dans la journée, un
jour apres l'arrét du traitement. Aucune différence significative n’a été relevée entre ces deux

moments de la journée (figure 26).
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Figure 26 : Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA au 1° jour d’arrét
des injections de solution saline dans le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats apres 14 jours de traitement
a la solution saline, a I’heure habituelle d’injection par rapport a un taux basal, récoltés a une autre heure de la journée lors
du ler jour de sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs ont été faites par comparaison
de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05.
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BILAN NEUROCHIMIQUE AU 14EME JOUR DE SEVRAGE

De la méme maniére qu’au 1% jour d’arrét des traitements, il n’y a pas de différence significative
entre les taux des différents neurotransmetteurs a I’"heure habituelle d’injection de solution saline et

une autre heure dans la journée 14 jours apres I'arrét des traitements (Figure 27).
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Figure 27: Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA au 14 éme jour
d’arrét des injections de solution saline dans le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats aprés 14 jours de traitement
a la solution saline, a I'heure habituelle d’injection par rapport a un taux basal, récoltés a une autre heure de la journée lors
du 14éme jour de sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs ont été faites par
comparaison de moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05. (n= 4-8)
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Conséquences d’un traitement chronique a 1a morphine lors de

Panticipation des injections

BILAN NEUROCHIMIQUE AU 1ER JOUR DE SEVRAGE

Apres 14 jours de traitement, une augmentation spontanée du taux de dopamine extracellulaire est
observée a I’heure habituelle d’injection par rapport au taux basal, au 1* jour de sevrage (t11=2,457 ;

p=0,0319). Les neurotransmetteurs glutamate et GABA ne sont quant a eux pas altérés (figure 28).
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Figure 28: Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA lors de
I’anticipation des injections de morphine au 1Ier jour d’arrét du traitement dans
le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats aprés 14 jours de traitement
a la morphine, a I’heure habituelle d’injection par rapport a un taux basal, récoltés a une autre heure de la journée lors du
ler jour de sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs ont été faites par comparaison de
moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0,05 (* p<0,05). (n= 5-8 par groupe).
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BILAN NEUROCHIMIQUE AU 14EE JOUR DE SEVRAGE

L’augmentation de dopamine observée au 1% jour de sevrage semble perdurer dans le temps
puisqu’une augmentation significative de dopamine extracellulaire est retrouvée 14 jours apres
I'arrét des injections de morphine (t;2=2,736; p= 0,0181). Le taux de glutamate et de GABA reste
quant a lui stable et aucun effet n’est observé entre I’heure habituelle d’injection de morphine et
eme

une autre heure dans la journée au cours du 14°™ jour de sevrage (figure 29).
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Figure 29: Mesure des taux de dopamine, glutamate et GABA lors de
Panticipation des injections de morphine au 14*™¢ jour d’arrét du traitement
dans le noyau accumbens core

Evaluation du pourcentage du taux de dopamine, glutamate et GABA dans des microdialysats aprés 14 jours de traitement
a la morphine, a I’heure habituelle d’injection par rapport a un taux basal, récoltés a une autre heure de la journée lors du
14°™ jour de sevrage. Les comparaisons entre les taux des différents neurotransmetteurs ont été faites par comparaison de
moyennes avec le test t de Student. Le seuil de significativité a été fixé a p<0.05 (* p<0,05). (n=7 par groupe)
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Résumé des résultats obtenus dans I’objectif 2 :

DA Glu GABA DA Glu GABA

Morphine
versus = = = /7 = =

saline

Saline
Heure d’injection
versus

taux de base

Morphine
Heure d’injection
versus

taux de base

Tableau 4: Bilan des résultats neurochimiques au 1°r et 14°™ jour de sevrage
DA : dopamine, Glu : glutamate, A : p<0.05
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éDiscussion partielle des résultats obtenus dans I’objectif 2 :

Le but de cette partie était de déterminer les modifications neurochimiques (dopamine, glutamate et
GABA) qui se mettent en place (1) aprés un traitement chronique a la morphine et (2) lors de
I'anticipation des injections au cours du sevrage. Les résultats obtenus montrent que dans notre
protocole, seul le taux de dopamine est altéré au cours du sevrage aprées un traitement chronique a
la morphine. Les taux extracellulaires de glutamate et de GABA sont inchangés quel que soit les

groupes comparés.

Conséquences neurochimiques d’un traitement chronique a la morphine :

Si les symptomes de sevrage n’ont pas été mesurés au cours de nos expériences, plusieurs études
mentionnent que les signes physiques du sevrage aux opiacés vont perdurer quelques jours aprés
I'arrét d’un traitement chronique aux opiacés (Desjardins et al.,, 2008). Lors des mesures
neurochimiques au 1% jour de sevrage aprés 14 jours d’injection & la morphine (5mg/kg, 1 fois par
jour, s.c.), nous pouvons donc penser que les animaux traités dans nos conditions expérimentales
présentent des symptomes de sevrage physique. Pour autant, aucun taux extracellulaire des
neurotransmetteurs étudiés ne varie dans le Nac core a ce moment-la du sevrage par rapport aux

animaux controles.

Il est difficile d’établir un consensus sur les modifications neurochimiques ayant lieu lors du sevrage
aprés un traitement chronique a la morphine. En effet, en fonction de la contingence de
I"'administration d’opiacés, du protocole de traitement ou de la méthode de détection utilisée les

résultats sont trés divergents.

Par exemple, en prélevant le Nac et en analysant la quantité de dopamine par HPLC, aucune
différence entre les rats traités chroniquement a la morphine par voie sous-cutanée n’a été relevée
par rapport aux contréles au 3°™ et 10°™ jour de sevrage (Ghosh et al.). Aprés 13 jours d’exposition
chronique a I’'héroine via des mini-pompes implantées chez le rat, aucune différence dans le taux
extracellulaire de dopamine dans le Nac n’a été rapportée au 1% jour de sevrage, par rapport au
groupe contréle ne recevant pas d’héroine (Leri et al., 2003). Ces études vont dans le sens de nos

éeme

résultats au début du sevrage. En revanche, au 14" jour de sevrage, nous avons observé une
augmentation de dopamine extracellulaire par rapport aux rats controles. Les études s’intéressant a

la transmission dopaminergique au cours du sevrage apres un traitement chronique a la morphine
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révelent plutot une diminution de la dopamine. Néanmoins, il faut souligner que ces études utilisent
des protocoles avec un sevrage précipité par la naloxone, un antagoniste des récepteurs Q. La
naloxone entraine des syndromes de sevrage tres fort. Aussi, la diminution de la dopamine observée
dans ces études est peut étre liée a un état émotionnel négatif provoqué par les signes de sevrage.
Par exemple, I'étude de Espejo et ses collaborateurs montre une diminution de dopamine aprées
prélevement du Nac aprés sevrage précipité suite a I'implantation pendant 7 jours de pastilles de
morphine chez le rat (Espejo et al., 2001). Cependant, Georges et ses collaborateurs ont montré
gu’apres 15 jours de sevrage (non précipité par la naloxone) aprés un traitement chronique a la
morphine via I'implantation de pastilles de morphine, I'activité des neurones dopaminergiques de

I’ATV des rats traités n’était pas différente des rats naifs (Georges et al., 2006).

Dans une autre étude, aprés auto-administration d’héroine, une augmentation progressive du
comportement de recherche de drogue a été observée: si au 1% jour d’abstinence, aucune

éme

différence n’est relevée, au 14" jour d’abstinence, une augmentation des appuis précédemment
associés a I'obtention d’une injection d’héroine est observée par rapport au 1% jour de sevrage. Il
s’agit de l'incubation du craving pour I'héroine modélisé chez I'animal (Kuntz et al., 2008). Dans la
mesure ol la dopamine endogéne du Nac a été liée a I'incubation du craving a la cocaine (Saunders
et al.,, 2013; Xi et al., 2013), il est possible que I'augmentation de dopamine observée dans nos
conditions soit également le reflet d’une incubation du craving a la morphine. Ceci reste néanmoins
une hypothése car seul un protocole d’auto-administration de morphine, permettant la mesure

directe de la recherche de drogue, permettrait de vérifier le lien entre I'augmentation progressive de

dopamine au cours du sevrage a la morphine et I'incubation du craving.

Dans un protocole de réinstallation du comportement de prise d’héroine, une augmentation de
glutamate dans le Nac core a été observée. En revanche, chez des animaux ayant recu la méme
quantité d’héroine, mais de facon passive, par des injections non contingentes, aucune variation
dans le taux de glutamate n’est relevée lors du protocole de réinstallation (LaLumiere and Kalivas,
2008). Si la balance GABA/glutamate n’est pas altérée dans notre protocole, il n’est cependant pas
impossible que des réarrangements au niveau des récepteurs se soient mis en place, conduisant ainsi
a une modification de la signalisation intracellulaire. Une augmentation de I'expression du récepteur
GABA, a par exemple été reportée lors du sevrage a la morphine dans le locus coeruleus (Heikkila et
al.,, 2001). D’autre part, les études relatant des augmentations neurochimiques de GABA et
glutamate extracellulaires lors du sevrage utilisent des protocoles avec des doses de morphine
supérieures a celle utilisée dans notre protocole, ce qui pourrait expliquer I'absence de variation de

ces neurotransmetteurs dans nos conditions expérimentales.
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La mémoire neurochimique des injections :

Chez les animaux traités a la solution saline pendant 14 jours, aucun des 3 neurotransmetteurs n’est
altéré entre I'heure habituelle d’injection de solution saline et une autre heure dans la journée.
Cependant, une tendance est observée pour la dopamine extracellulaire : bien que cela ne soit pas
significatif, le taux extracellulaire de dopamine semble augmenter a I’heure habituelle d’injection de
solution saline, par rapport a une autre heure de la journée. Il est probable que les 14 jours
d’injections forcées aient provoquées un stress conditionné a I'heure d’injection. Il a en effet déja été

montré que le stress provoquait une libération centrale de dopamine (Stevenson and Gratton, 2003).

En revanche, au 1% et au 14°™ jour de sevrage, spécifiquement a I'heure habituelle des injections de
morphine, une augmentation significative de dopamine, mais pas de GABA ou de glutamate, est
observée dans le Nac core. Avec un protocole de traitement similaire, notre laboratoire avait montré
une augmentation de dopamine dans le Nac core, au 1% et au 14°™ jour de sevrage a I'heure
habituelle d’injection de cocaine (Puig et al., 2012). Ces augmentations spontanées de dopamine
suggerent |'existence d’un apprentissage entre I'obtention d’une récompense (l'injection de cocaine
ou de morphine) et I'heure a laquelle cette récompense est obtenue. La réponse dopaminergique
provoquée par les injections de morphine se transfére de facon graduelle vers des indices associés a
la prise, ici en I'occurrence, I’heure réguliere d’injection des drogues, qui va servir de prédicteur de

I'obtention de la récompense. Des études d’imagerie fonctionnelle chez I’'homme ont également

montré une activation du Nac lors de I'anticipation des récompenses (Abler et al., 2006).

L’originalité de ces résultats réside dans le caractere spontané du phénomene car aucun indice n’est
présenté ici aux animaux. Cela signifie que I’heure a laquelle les traitements sont réalisés est un

parameétre important a prendre en compte dans lI'interprétation des résultats.

Plusieurs interrogations demeurent néanmoins : jusqu’a quel moment du sevrage ces augmentations
spontanées de dopamine perdurent-elles? L’augmentation spontanée de dopamine est-elle
spécifique des drogues ou est-elle également observée avec une récompense naturelle ? Une étude
a en effet montré que des rats ayant appris a recevoir de I'éthanol ou de la saccharine via un
conditionnement opérant montrent une anticipation de I’accés a un renforcement positif lorsqu’ils
sont remis dans le contexte de la prise habituelle 15 minutes avant de pouvoir recevoir les
récompenses. Cela se traduit par une augmentation de dopamine extracellulaire dans le Nac par

rapport aux controéles respectifs (Weiss et al., 1993).

Ces augmentations spontanées de dopamine dans le Nac participent-elle au processus de la

vulnérabilité a la rechute ? Enfin, dans quelle mesure le rythme circadien intervient-il dans ces
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modifications neurochimiques de dopamine dans le Nac ? En effet, la tendance de la dopamine
extracellulaire a augmenter au 1% et 14°™ jour de sevrage chez les animaux contréles pose question.
En comparant les taux de dopamine des animaux traités a la morphine et des animaux controles aux
heures habituelles d’injection au 1% et au 14°™ jour de sevrage, aucune différence significative n’est
observée (données non présentées). Il est cependant peu probable que les variations observées pour
les rats traités a la morphine soient uniquement le reflet du rythme circadien. Il existe en effet un
rythme circadien de la dopamine dans le Nac chez le rat, mais le taux extracellulaire de dopamine
varie en fonction du jour et de la nuit, et non au cours de la journée (Castafieda et al., 2004). La
guestion subsidiaire serait de savoir dans quelle mesure des injections forcées peuvent perturber le
rythme circadien de la dopamine dans le Nac. Il faudrait dans ce cas comparer le taux de dopamine
extracellulaire de rats naifs et de rats injectés chroniquement avec un véhicule non toxique comme

de la solution saline.

Au 14°™ jour de sevrage, le taux de dopamine extracellulaire a également tendance a augmenter a
I’heure habituelle d’injection de solution saline par rapport au taux de base, méme si I'effet semble
s’amoindrir entre le 1% et le 14°™ jour de sevrage, ce qui n’est pas le cas pour les rats traités a la
morphine. Méme si cette augmentation n’est pas significative chez les rats contrbles, on peut
s’interroger sur la part de I'effet du stress dans cette réponse dopaminergique. Pour approfondir ce
point, un dosage plasmatique de la corticostérone pourrait étre réalisé dans nos groupes
expérimentaux. En fonction des résultats, le taux extracellulaire de dopamine pourrait étre évalué en
comparant le taux de dopamine de nos groupes expérimentaux (morphine, solution saline a I’heure
d’injection et a une autre heure de la journée) avec le taux de dopamine de groupes traités dans les
mémes conditions mais ayant subi au préalable une surrénalectomie pour s’affranchir des effets de

la corticostérone.

Lien BDNF et modifications neurochimiques :

Au regard des résultats obtenus dans I'objectif 1 et 2, il est possible de dégager un premier lien entre
la signalisation du BDNF et les résultats neurochimiques au cours du sevrage. En effet, dans le Nac
core, 14 jours apres 'arrét des injections de morphine, nous observons une augmentation de BDNF
mature ainsi qu’une augmentation extracellulaire de dopamine, par rapport aux animaux traités a la
solution saline. Lors de I'anticipation des injections de morphine, nous observons également une
augmentation de BDNF mature et une augmentation de dopamine extracellulaire, par rapport a une

éme

autre heure de la journée, au 14°™ jour de sevrage. Chez les animaux contréles, aucune modification
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neurochimique ou de BDNF mature n’est observée dans le Nac core 14 jours apres l'arrét des

injections.

Ces résultats soulévent plusieurs questions: |'augmentation de dopamine observée est-elle
responsable de I'augmentation de BDNF ? Est-ce I'inverse ? S’agit-il de 2 phénoménes concomitants

mais indépendants ?

Précédemment, il a été montré dans une culture de neurones de striatum de souris qu’un traitement
des cellules pendant 24 heures avec de la dopamine augmentait les ARNm de BDNF. Il s’agirait d’'un
mécanisme dépendant du récepteur D1 car I'administration d’un antagoniste de ces récepteurs, le
SCH 23390, est sans effet sur la quantité d’ARNm de BDNF par rapport aux cellules non traitées

(Kppers and Beyer, 2001a).

D’un autre cOté, il a été montré dans des cellules de rétine de lapin que leur traitement par du BDNF
provoquait une augmentation de la concentration de dopamine. Le traitement par un antagoniste
des récepteurs TrkB avant I'application du BDNF ne modifie plus la concentration de dopamine(Neal
et al., 2003). In vivo, chez des souris génétiquement modifiées et hétérozygotes pour le BDNF,
I’éthanol n’augmente plus la concentration extracellulaire de dopamine normalement observée dans

le caudé-putamen (Bosse and Mathews, 2011).

Il semble que l'augmentation de BDNF diminue la prise d’éthanol. Des mécanismes de
compensations se mettent en place, comme par exemple une augmentation de la dynorphine et une
augmentation de la signalisation du récepteur dopaminergique D3. Il serait donc intéressant de
savoir si dans notre protocole, de tels mécanismes de compensations se mettent en place lors du
sevrage a la morphine. L'augmentation de BDNF observée est-elle un facteur protecteur de

I'organisme pour répondre a une vulnérabilité plus importante a la rechute ?

Il reste également a déterminer (1) s’il existe également des corrélations dopamine-BDNF
observables lors du 1°" jour de sevrage et (2) dans quelle mesure les modifications de dopamine et de

BDNF sont dépendantes.

Nous avons observé des régulations de protéines qui se mettent en place lors du sevrage a la
morphine, spécifiquement a I’heure habituelle de I'injection de drogue, ainsi que la mise en place
d’une mémoire neurochimique des injections de morphine. La plasticité synaptique étant liée aux
phénoménes d’apprentissage et de mémorisation, nous avons donc voulu étudier une des formes de
plasticité dans le noyau accumbens: la densité des épines dendritiques aprés un traitement

chronique a la morphine.
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OBJECTIF 3 : ETUDE DES MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES DES
NEURONES DU NOYAU ACCUMBENS INDUITES PAR UN TRAITEMENT

CHRONIQUE A LA MORPHINE

RESUME DE L’ARTICLE 1

(En préparation)

Modifications temporelles de 1a densité des épines dendritiques dans les sous-
régions du noyau accumbens : comment le stress et 1a morphine modulent de

facon différente la plasticité ?

Les résultats des expériences menées dans cet article montrent que le stress et la morphine régulent
différemment la plasticité synaptique et en particulier les épines dendritiques dans les sous-régions

du Nac.

Apres 14 jours de traitement, consistant en des injections soit de solution saline, soit de morphine (1
fois par jour, 5mg/kg, s.c), réalisées tous les jours a la méme heure chez le rat, une diminution des
épines dendritiques est observée dans le Nac core a I’heure habituelle d’injection, par rapport a une

éme

autre heure dans la journée le 15°™ jour, soit 1 jour apres 'arrét des traitements. Dans le shell, le
traitement a la solution saline provoque une augmentation des épines dendritiques a I’heure
habituelle d’injection, un effet opposé a ce qui est observé dans le core, tandis qu’avec la morphine,

aucune différence n’est relevée.

Apres surrénalectomie, le traitement a la solution saline n’a plus d’effet sur les épines dendritiques
quel que soit la sous-région du Nac étudiée, suggérant qu’un traitement chronique via des injections
passives chez I'animal provoque un stress qui influe spontanément sur la densité des épines
dendritiques, méme apres I'arrét des injections. En enlevant I'effet du stress chez les animaux traités
a la morphine, une augmentation des épines dendritiques est observée dans le core, tandis que le

shell reste insensible aux injections de morphine.

L'ensemble de ces données tend a montrer I'importance du stress des injections sur la plasticité
neuronale. Il est donc important de distinguer, lors d’expériences comportant un protocole
d’injections passives chez I'animal, I'effet propre du stress et I'effet pharmacologique du produit
injecté. L’heure a laquelle est effectuée les traitements est également un paramétre non négligeable
a prendre en compte, cette fenétre de temps constituant le siege d’une plasticité qui est évidente

méme apres |'arrét des traitements.
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Abstract:

We investigated the effect of stress and morphine on dendritic spine density in nucleus accumbens
core and shell. Adrenalectomized and non-adrenalectomiezd rats received 14 days of chronic
injections (saline or morphine 5mg/kg, s.c.) at the same hour every day. Twenty-four hours after the
last injection, they were euthanized either at the same hour at which they received the injection or
at another hour of the day for the basal level. We observed a basal increase of dendritic spine density
in the core of saline treated animals compared to adrenalectomized treated rats (p<0, 05), and only
an increasing trend of dendritic spine density was observed in morphine treated animals compared
to adrenalectomized morphine animals. No basal alterations were reported in the shell, nor in saline
or morphine-treated animals. At the usual hour of injection, there were opposite alterations in
dendritic spine density in the core and shell of saline treated-animals compared to the basal level and
adrenalectomy blunt these alterations in both regions. In Nac shell, morphine is likely to prevent the

stress-induced plasticity as no more alterations were observed in morphine-treated animals.

On the contrary, in the core, adrenalectomy reverse the previously observed decrease in dendritic

spines at the usual hour of injection in morphine treated rats compared to a basal level as an
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increase in dendritic spine density was reported after adrenalectomly at the usual hour of morphine
injection. Altogether, these results suggest that the core is sensitive to the effect of chronic and
acute stress, as well as to the pharmacological effect of morphine, whereas the shell seems sensitive

to the effect of acute stress only.
Introduction:

In previous works, we have demonstrated that drugs of abuse (cocaine and morphine) were able to
induce a “time-locked plasticity” in nucleus accumbens (Nac), a central region of the
mesocorticolimbic dopamine pathway during withdrawal after a chronic treatment (once daily,
during 14 days) (Puig et al., 2012) as well as a temporal regulation of peripheral BDNF (Geoffroy et
al.,, 2014). In the Nac, we observed a spontaneous increase of dopamine levels, specifically at the
usual time of injection compared to another time of the day, during the 1% and the 14™ days of
withdrawal after the last administration of the drug in treated rats (Puig et al., 2012). Because
dopamine is well known to be involved in motivational processes, this long lasting drug-induced
neurochemical memory may traduce the anticipation of reward (Bromberg-Martin et al., 2010).
Morphological alterations in dendritic spines have been observed following learning, and are
necessary in the expression of conditioned place preference induced by drugs of abuse (Kobrin et al.,
2015; Marie et al., 2012). Dendritic spines are key structures in the function of the central nervous
system, since spines density receive inputs from other regions and reflect connections between
neurons. They may also modulate synaptic efficiency. One of the features of dendritic spine is that
they are highly dynamic, having for instance the capacity to rapidly and transiently enlarge the head

of spines in the Nac following presentation of cocaine-associated cues (Gipson et al., 2013).

Several data in the literature report that memory processes are altered by stress. For example, it has
been shown that stress impairs consolidation of recognition memory in rats in the new object
recognition task (Zhao et al., 2011). Stress plays also a role in the etiology of several psychiatric
disorders, such as depression or dependence to drugs. Stress exposure potentiates the rewarding
effect of addictive drugs. Adult mice exposed to stress (social defeat) showed an increase in cocaine-
induced conditioned place preference (Montagud-Romero et al., 2015). Interestingly, stress is also
able to modulate spine density in several brain regions including Nac (Christoffel et al., 2011;
Martinez-Téllez et al.,, 2009; Shors et al.,, 2004). Thus, stress and drugs of abuse share
neuroadaptative changes, also supported by clinical comorbidity between stress disorders and

addiction (Berenz and Coffey, 2012).
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Most of the animal studies in life science require the use of invasive procedures, such as restraint or
injections over the course of the experiment, all of those may cause animals to experience stress. For
example, in mice, it has been shown that repeated injections of cyclodextrin, a non-toxic vehicle, are
associated to mild stress responses that affect several parameters such as stress hormone

concentrations (Drude et al., 2011).

As both stress and drugs are known to influence neuronal plasticity (for review, see Robinson and
Kolb, 2004) we examined how morphine and mild stress induced by non-contingent saline injections
alter the dendritic spine density in the Nac subregions. The Nac is subdivided into functionally
distinct core and shell regions that differ in their connectivity to other brain regions. Drugs of abuse
and stress have been described to affect both subregions (Marie et al., 2012; Perrotti et al., 2004).
We used control and adrenalectomized rats, to distinguish the impact of the stress of the injection

from the pharmacological effect of the drug.

Materials & methods:
Chemicals :

Paraformaldehyde (PFA) was purchase from E.M.S (Hatfield, USA). Morphine was purchase from
Francopia (Antony, France). Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) and 1,1’ dioctadecyl-
3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil) were from Invitrogen (Cergy Pontoise,

France) and mowiol was obtained from Calbiochem (Nottingham, UK).
Animals and surgeries:

Adult male Sprague-Dawley rats (225-250g, Janvier labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were housed
individually in standard laboratory conditions in temperature and light-controlled room (12h light-
dark cycle with lights on at 8:00 AM). Tap water and regular chow (Special Diets Services, Witham,
Essex, UK) were provided ad libitum. Rats were acclimated to the animal facility and daily handled
one week prior to the beginning of surgeries.

For surgeries, animals were anesthetized (ketamine 80mg/kg /xylazine 10 mg/kg, i.p.) and then
underwent bilateral adrenalectomy. After surgery, 0.9% of NaCl was added to the the drinking water
of adrenalectomized rats to maintain salt balance. Experiments conformed to the European

Communities Council Directive and were approved by the ethics committee.
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Experimental procedure:

Following habituation, normal and adrenalectomized rats were chronically treated with morphine
(5mg/kg, s.c., once daily) or saline (NaCl 0.9%, s.c) during 14 days. Each animal was always injected
exactly at the same hour every day (i.e.: between 9:00 and 11:00 AM). On day 15, they were deeply
anesthetized (100mg/kg, sodium pentobarbital, i.p.), either at a time that differed from the usual
hour of injection (i.e., between 2:30 and 5:30 PM) for the baseline sample collection, or at the usual
hour of injection.

Preparation of brain slices:

Light fixation of brains with PFA was performed as previously described (Kim et al., 2007a; Marie et
al., 2012). Briefly, following anesthesia, brains were fixed with intracardiac perfusion with ice-cold
1.5% PFA in 0.1M phosphate buffer (PB) for 15 min with a peristaltic pump fixed at 20 mL/min. Brains
were dissected and post-fixed in 1,5% PFA in 0,1 M PB for 1h at 4°C and then transferred to PBS.
Slices of 120 um containing the nucleus accumbens were then collected in PBS using a vibratome
(Leica)

Dendritic spine staining:

The fluorescent lipophilic solid Dil crystals were applied on the surface of the slice and were then left
at room temperature for 6 hours to allow dye diffusion along the neuronal membrane. Slices were
then washed with PBS and fixed again in 4% PFA/PBS for 30 min. Then, they were mounted on a
glycerol-based mounting medium Mowiol containing DABCO to avoid shrinkage of dendritic structure
caused by deshydratation.

Confocal imaging of dendritic spines:

Dendritic spines on medium spiny neurons in the Nac core and shell were imaged using Zeiss 510
confocal laser-scanning microscope (LSM510). We used optimal settings pixel for frame size without
zooming and the fluorescence was visualized with the 543 nm Helium/Neon laser. Serial stack images
with step size ranging from 0.4 to 0.6 um were collected. The pinhole diameter was configured to 1
Airy unit (124 um). Series stacks were collected from the bottom to the top, covering all dendrites
with an optical slice thickness of 0.4—0.6 um. The resulting images (Fig 1) were then reconstructed to

identify hidden protrusions according to Z-stack projections of the maximum intensity.
Image analysis

Images were projected to reconstruct a 3D image using NIH Imagel software

(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Except filopodia, all dendritic protrusions were counted in the analysis

and include mushroom, thin, branched and stubby spines. Only 2™ order dendrites on a length > 50

um were analyzed. Two dendrites/neuron and 4 to 5 neurons for core or shell were analyzed. Density
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and morphology of spines were scored in dendritic segments of 10 um in length. All measurements

were performed by an experimenter blind to the conditions.
Statistical analysis:

Spine density was determined by summing the total number of spines per dendritic segment length.
These values were then averaged to yield the number of spines per 10 um for each animal. All data
were expressed as mean +/- SEM. Student’s t-test was used for pairwise comparisons. Statistical tests

were conducted with Graphpad prism 5 software and significance was set at p<0.05.

Results:

We examined basal dendritic spine density in adrenalectomized and non-adrenalectomized animals
treated with saline or morphine (Fig.2). In the core of saline-treated animals, we observed an
increase of dendritic spine density in control rats compared to adrenalectomized rats (t(14 =2.624,
p=0.02) (Fig. 2A). No differences were observed in the shell of saline treated rats (t(; =0.04
p=0.9633) , nor in morphine-treated rats in both subregions of the Nac although morphine treated
rats exhibit an increasing trend in dendritic spine density in the core compared to adrenalectomized
morphine- treated rats (t;12 =2.173, p =0.0505 for the core, Fig 2C ; t(5)=0.09, p=0.9241 for the shell,
Fig 2D)

We were also interested in the acute alteration of spine density at the usual hour of injection
compared to another time of the day. Thus, in adrenalectomized and non-adrenalectomized rats
receiving either saline or morphine, dendritic spine density was analyzed at the usual hour of
injection or at another time of the day that did not match the hour of usual injection. In saline
treated animals, we found a reduce dendritic spines density in Nac core (t (1) = 2.822, p =0.0154) (Fig.
3A), whereas a significant higher dendritic spines density was observed in Nac shell (t) = 2.544, p
=0.0315) (Fig. 3B) at the usual hour of injection compared to the basal level. To test whether stress
was involved in these responses, we analyzed dendritic spines density in adrenalectomized animals
receiving the same regimen of saline injections. Interestingly, in both subregions, no more
differences were observed in dendritic spine density at the usual hour of injection (core: t =

0.1068, p=0.9167; shell : t = 0.7253, p=0.4890) (Fig. 3A and 3B).

As with saline, a morphine treatment in Nac core induced a decrease in dendritic spine density at the
usual hour of injection (t 15 = 2.595, p=0.0249) (Fig. 3C). This effect was completely reversed when
adrenalectomy was performed before morphine treatment. Indeed, after adrenalectomy, morphine-

treated rats presented an increase in dendritic spines in Nac core (t 12 =2.575, p=0.0243) (Fig. 3C). In
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contrast, in the shell, no difference was reported in density of spines neither in morphine-treated
rats nor in adrenalectomized morphine-treated rats (morphine-treated rats: t 4 =1.089, p=0.3045;

adrenalectomized morphine-treated rats: t(1;) =0.3386, p= 0.7413) (Fig.3D).

Figures :
Figure 1.
Morphine-treated rats Morphine-treated rats
Hour of injection Basal level
core
shell

Figure 1: Digital reconstruction of dendritic segment of medium spiny neurons from Nac core and
shell of morphine treated rats. Images were obtained from morphine treated rats, euthanized either
at the usual hour of injection or at another time of the day on the first day of withdrawal. Brains
were removed and fixed and dendritic spines were visualized using confocal microscope. Only

contrast was slightly modified. (Scale bar: 5 um).
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Figure 2: Chronic mild stress-induced dendritic spines alterations in saline and morphine treated
rats. Adrenalectomized and non-adrenalectomized rats received 14 days of saline (A, B) or morphine
injections (C, D). On day 15, brains were processed for dendritic spine analysis according to material
and methods. Total dendritic spine density is expressed as spines/10um (mean +/- SEM) in medium

spiny neurons from Nac core (A, C) and Nac shell (B,D). *p<0.05 vs basal level. (n=5-8 per group)
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Figure 3: Saline and morphine treatment differently modulates dendritic-spines density depending
both on the subregion of the Nac and the presence of the adrenal glands. Adrenalectomized and
non-adrenalectomized rats received 14 days of saline (A, B) or morphine injections (C, D). On day 15,
brains were processed for dendritic spine analysis according to materials and methods. Total
dendritic spine density is expressed as percentage of the respective basal level (+/- SEM) in medium

spiny neurons from Nac core (A, C) and Nac shell (B, D). * p<0.05 vs respective basal level.
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Discussion:

These results demonstrate that Nac is sensitive to both stress and morphine in a subregion-
and time-dependent manner. In saline-treated animals, an increase in dendritic spine density in the
core of the Nac was observed when compared to saline-treated animals previously
adrenalectomized. This increase is likely to reflect the effect of chronic stress induced by the
repeated saline injections. This result is consistent with data from Warren and colleagues who found
an increase in dendritic spines in the whole Nac after 10 days of physical stress (Warren et al., 2014).
In our condition, this effect seems specific to the Nac core since no alterations were observed in the
shell when comparing control and adrenalectomized saline treated animals. Indeed, it was already
shown that a chronic mild stress increases dendritic length in Nac core, without affecting the shell

subregion (Bessa et al., 2013).

We reported no significant difference in dendritic spine density between adrenalectomized
and non-adrenalectomized morphine-treated animals in Nac core and shell. Thus, the core may be
more sensitive to the effect of stress than to the chronic morphine treatment or morphine may
reduce the impact of stress. Nevertheless, although not significant, in the Nac core, we observed an
increasing trend (p=0.0505) in dendritic spine density in non-adrenalectomized morphine-treated

rats compared to adrenalectomized animals.

As we previously observed neurochemical and proteomic alterations at the usual time of injection
compared to another time of the day after the end of the treatment it was of interest to investigate
the temporal alterations of dendritic spines plasticity during withdrawal (Geoffroy et al., 2014; Puig

et al,, 2012).

In the Nac core, saline-treated animals presented a decrease in dendritic spine density at the usual
hour of injection compared to a basal level. In our protocol, the animals received subcutaneous
saline injections during 14 days, without adding a stress protocol other than handling and restraint of
the rat during the injection. The alterations of dendritic spines density observed suggest that chronic
saline treatment may produce an increase in corticosterone levels, which will (directly or indirectly)
lead to an impaired synaptic plasticity at the usual hour of saline injection compared to a basal level.
This hypothesis is consistent with the observation that daily subcutaneous injections of
corticosterone for 3 weeks produce an increase by 16 % of spine density proximal to soma of layer Il
—IIl in neurons in medial prefrontal cortex. In this study, this was also reported for vehicle-treated
animal’s compared to untreated animals (Seib and Wellman, 2003). Moreover, rapid alterations of
spine density have already been observed along the circadian rhythm, depending on the

corticosterone level, with time-dependent changes in dendritic spine density in hippocampus that
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paralleled basal corticosterone level. As observed in our study, depletion of circulating corticosterone
by adrenalectomy suppressed the corticosterone-induced alterations of dendritic spines.
Interestingly this effect may be reversed by corticosterone supplementation (lkeda et al., 2015). In
morphine-treated rats we observed a significant decrease in dendritic spine density in Nac core at
the usual hour of injection when compared to another time of the day. As these results were similar
to those obtained with saline, this may mirror the anticipation of the acute effects of a conditioned-
stress induced by the injection itself. However, in morphine-treated rats, the adrenalectomy revealed
the pharmacological effect of the drug on dendritic spines, without stress as a confounding factor.
Thus, the anticipation of the withdrawal-induced negative affect of morphine produces an increase in
dendritic spine density at the usual hour of injection compared to another time of the day. There are
some discrepancies in the literature regarding morphine-induced alterations of dendritic spines in
the brain. Kobrin and colleagues found an increase of spine density in the core of the Nac of
morphine-treated mice, while administration of morphine in a place preference paradigm did not
(Kobrin et al., 2015). Accordingly, in another study, mice chronically treated with morphine and
withdrawn for 2 months presented an increase of dendritic spine density in the Nac and cortex. This
was paralleled by an increase in cortex and midbrain of Shank1, a protein well known to promote
spine maturation and growth (Pal and Das, 2013). When comparing dendritic spine density in second
order dendrites in subregions of Nac, Diana and colleagues found a decrease of dendritic spines
density in shell on withdrawal day 1, 3 and 7 after 14 days of chronic treatment with morphine.
Chronic morphine per see did not induce any alterations of dendritic spine density in both subregions

(Diana et al., 2006; Spiga et al., 2005).

Compared to Nac core, opposite alterations in Nac shell were observed in saline-treated
rats. At the usual hour of injection, there was an increase of dendritic spine density compared to
another hour of the day. As previously discussed in Nac core, this may also traduce the acute effect
of the conditioned-stress by chronic injection, as no more alterations were reported in
adrenalectomized rats. Thus, the whole Nac seems sensitive to acute stress, although the 2
subregions, core and shell, respond in an opposite manner. Finally, morphine treatment blunted the
increase of dendritic spine in Nac shell at the usual hour of injection previously observed in saline
treated animals. Thus, in the shell, morphine may produce counter-adaptations in order to inhibit the
stress-induced plasticity triggered by the injection. When adrenal glands were removed, morphine
had no longer effect on plasticity in the Nac shell, at the usual hour of morphine injection compared
to the basal level, suggesting that the core is more sensitive to the pharmacological effect of
morphine than the shell. It is not the first time that a core-shell dichotomy of Nac is reported. In

cocaine-treated mice, 24 hours after the last injection, dendritic spine density was reduced in the
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core but increased in the shell when considering proximal dendrites (Dumitriu et al., 2012). Data in
the literature, generally demonstrated more enduring changes in Nac core, establishing that Nac
shell is preferentially involved in the development of addiction while the core is more implicated in
long-lasting drug-induced plasticity. This dichotomy could also be explained by the differences in the
afferent connections (Meredith et al., 1992). The shell receives limbic inputs from the basolateral
amygdala and the ventral subiculum and the core receives inputs from the basolateral amygdala and

parahippocampal regions.

Altogether, the present findings highlight that chronic saline injection induces a conditioned
stress that alters dendritic spine density in the whole Nac at the usual hour of injection even in the
absence of any injection. Thus when animals received repeated administration of a drug injection,
one has to take into account that the results observed are the consequence of both drug
pharmacological effect and injection effect. Further studies are warranted to determine which
molecular pathways are involved in such stress-induced plasticity and in what extend the alterations

of plasticity in both nucleus accumbens subregions are linked.
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OBJECTIF 4 : LE BDNF POURRAIT-IL ETRE UN BON BIOMARQUEUR DE
LA RECHUTE ? ETUDE PRELIMINAIRE SUR LES VARIATIONS

PERIPHERIQUES DE BDNF APRES DIFFERENTS TRAITEMENTS

L’ensemble des résultats obtenus au niveau central dans le Nac a montré I'importance de considérer
les neuroadaptations spontanées qui se mettent en place au cours du sevrage au moment ou les
animaux avaient I’habitude de recevoir une injection par rapport a une autre heure de la journée.
Dans la mesure ou le BDNF traverse la BHE, il peut étre retrouvé en périphérie et son expression y est

fortement perturbée dans les maladies psychiatriques.

Ce dernier objectif est une étude préliminaire qui vise a déterminer (1) si les modifications centrales
de BDNF observées sont retrouvées en périphérie et (2) si ces altérations sont spécifiques des
drogues ou bien plutot liées a la mémoire de I'obtention d’un renforcant positif (drogue ou
récompense naturelle). Si des modifications spécifiques des drogues sont démontrées, la perspective
de ce travail serait de mettre en place un modeéle d’addiction chez I'animal afin d’étudier les
variations de BDNF périphérique a I’heure habituelle d’auto-administration de drogue. S’il existe un
conditionnement a I’heure habituelle d’injection de drogues qui perdure dans le temps au cours de
I'abstinence, il se pourrait que le BDNF soit un bon candidat biomarqueur pour objectiver une

vulnérabilité a la rechute dans cette fenétre de temps bien précise.
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RESUME DE L’ARTICLE 2

(Publié dans International Journal of Neuropsychopharmacology)

Régulation temporelle des taux de BDNF périphérique lors du sevrage ala

morphine et a l1a cocaine : comparaison avec une récompense naturelle

Les résultats de cet article ont démontré que le BDNF était régulé de maniere différente selon le
traitement proposé : cocaine (20mg/kg, i.p.), morphine (5mg/kg, s.c) ou récompense naturelle (4g de
giteaux gras et sucrés, per os). En effet, au 1 et 14°™ jour de sevrage aprés un traitement
chronique a la cocaine pendant 14 jours, une diminution du BDNF plasmatique est observée par
rapport aux animaux controles, traités avec la solution saline. Avec la morphine, alors qu’aucune
différence n’est relevée en début de sevrage, une augmentation progressive est observée au 14°™
jour de sevrage. Enfin, avec une récompense naturelle, une augmentation de BDNF plasmatique est

observée au 1* jour de sevrage, une altération probablement liée 3 une réponse métabolique et qui

ne perdure pas dans le temps.

Un des résultats clé de I'article réside dans la spécificité des variations de BDNF périphérique a
I’heure habituelle d’injection des drogues (cocaine et morphine) par rapport a une autre heure de la
journée (taux basal). En effet, au 1" et 14°™ jour de sevrage, se produisent de facon spontanée des
augmentations de BDNF plasmatique aux heures ou les animaux recevaient I'injection de drogues,
par rapport a une autre heure dans la journée. En revanche, avec la récompense naturelle, aucune
variation n’est reportée. Ce phénomeéne, qui n’est donc pas qu’un « simple » reflet d’'une mémoire
associative suggere que I'heure habituelle d’injection pourrait constituer une fenétre de temps
pendant laquelle les individus seraient plus vulnérables a la rechute, et ce phénomene pourrait étre

quantifiable objectivement via une mesure du taux périphérique de BDNF, un biomarqueur potentiel.
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Abstract

Background: Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that has long been studied in the field of addiction
and its importance in regulating drug addiction-related behavior has been widely demonstrated. The aim of our study was
to analyze the consequences of a repeated exposure to drugs of abuse or natural reward on plasma BDNF levels during
withdrawal.

Methods: Rats were chronically injected with morphine (subcutaneously, 5mg/kg) or cocaine (intraperitoneally, 20 mg/kg) or
fed with a butter biscuit (per os, 4g) once per day for 14 days. Blood collection was performed on the 1st (withdrawal day 1
or WD1) or on (WD14), either at the same time point rats had been exposed to drugs or natural reward or at a different time
point (used to quantify basal brain-derived neurotrophic factor levels).

Results: Cocaine treatment led to a rapid (WD1) and persistent (WD14) decrease of basal BDNF levels compared with saline-
treated animals, whereas morphine induced an increase on WD14 without any alteration on WD1. On the contrary, the
natural reward induced a significant increase of basal brain-derived neurotrophic factor levels only on WD1. The analysis of
BDNF levels at the usual time point at which animals had been exposed showed that both drugs, but not the natural reward,
increased BDNF levels compared with basal levels.

Conclusion: Our data highlight that only drugs of abuse are able to persistently alter BDNF levels and to induce specific
variations of this neurotrophic factor at the usual hour of injection.

Keywords: Brain-derived neurotrophic factor; plasma; morphine; cocaine; natural reward

Introduction

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is an essential in synaptic plasticity has been well described (for review, see Lu,
secreted protein that belongs to the neurotrophin family. BDNF 2003). Large quantities of BDNF have also been detected in blood,
is widely distributed in the central nervous system and its role serum, and plasma of humans and rats (Radka et al., 1996; Klein
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et al.,, 2011). Several studies have investigated the peripheral
BDNF levels in patients with neuropsychiatric diseases, such as
depression or schizophrenia. Some studies (Lee et al., 2007; Ricci
et al.,, 2010; Koeva et al., 2014) confirmed that peripheral BDNF
levels are altered in these diseases, even though recent meta-
analysis reported some heterogeneity in outcomes (Bus et al,,
2014; Molendijk et al., 2014). Furthermore, in patients who suf-
fer from depression, plasma BDNF levels are reduced, and treat-
ment with antidepressants normalized these levels (Lee et al.,
2007; Ricci et al., 2010). On the other hand, BDNF is well known
to be associated with addiction. Thus, psychomotor stimulants
(Corominas-Roso et al., 2013), opioids (Zhang et al., 2014), meth-
amphetamine (McFadden et al., 2014), or even alcohol (Zanardini
et al,, 2011) have been shown to regulate BDNF levels on either a
central or peripheral level (Autry and Monteggia, 2012).

Drug addiction is an important public health issue, defined
as a chronic relapsing brain disorder. Predicting relapse, the
resumption of drug use after abstinence, could be useful in tar-
geting patients for aftercare services. However, to date, valid
tools to predict relapse risk are lacking. In the past few decades,
researchers aimed at characterizing a reliable set of biomarkers
for drug addiction. Leptin is an established candidate biomarker
for the risk of relapse in alcoholics and smokers (Aguiar-Nemer
et al,, 2013). BDNF has emerged as a potential biomarker for
methamphetamine addiction (Mendelson et al., 2011; Aguiar-
Nemer et al.,, 2013). As previously discussed, several disor-
ders (which prevalence of comorbidity is important) influence
peripheral BDNF levels. Therefore, to avoid confounding factors
present in humans, animal models may be very useful to mini-
mize the risk of potential confusion by comorbidities with other
diseases in humans.

The aim of this study was to evaluate peripheral alterations
of BDNF levels in rats exposed to chronic morphine or cocaine
after 1 (WD1) or 14 days (WD14) of withdrawal. To determine
whether these alterations were drug-specific, an additional
group was exposed to a natural reward (butter biscuit). In addi-
tion, several parameters (e.g., duration of withdrawal, pattern
of administration, time of injection) could influence the results
and should be taken into consideration (Le Marec et al., 2011,
Puig et al., 2012). For instance, we previously observed a spon-
taneous increase of dopamine levels in the nucleus accumbens
at the usual hour of injection compared with the basal levels 1
and 14 days after the end of a chronic cocaine treatment (Puig
et al., 2012). Using the same experimental design, we compared
the alteration of peripheral BDNF levels specifically at the usual

Rewarding treatment
Once daily, at the same hour every day

A
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time of injections with basal levels, out of the usual hour of
injection on WD1 and WD14.

Methods

Animals

Male Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France)
weighing 225 to 250g at the beginning of treatments were
housed in a standard (non-enriched) environment on a 12/12-h
light-dark cycle (lights on at 8 am) in a temperature-controlled
room (22 +1°C). Water and food were provided ad libitum (Special
Diets Services, Witham, Essex, UK). Animals were acclimated
to the animal housing facility for 1 week and were handled
daily. Animals were treated in accordance with the European
Communities Council Directive and under the control of ethics
committee. Every effort was made to minimize the number of
animals used and their discomfort.

Drugs, Diets, and Experimental Procedure

Morphine hydrochloride and cocaine hydrochloride were pur-
chased from Francopia (Antony, France) and dissolved in saline
solution (0.9% NacCl). Morphine was injected via a subcutane-
ous route at 5Smg/kg, a dose known to induce a place preference
behavior in rats (Marie-Claire et al., 2007). Cocaine was injected
intraperitoneally at 20mg/kg, a dose previously used in our labo-
ratory (Puig et al., 2012). A saline group was treated in the same
conditions as the cocaine and morphine groups and served as
control. Cocaine, morphine, and saline were all injected at a
volume of 1mL/kg of body weight. The natural reward, a com-
mercial butter biscuit (Lu, France) used as a palatable food, con-
tained 7.3% protein, 75% carbohydrates, and 12% fat for a caloric
value of 440 kcal/100g. It was pre-weighed and 4g were daily
placed in the rat’s home cage. The control group received 4g of
pre-weighed standard laboratory chow (Special Diets Services,
Witham, Essex, UK) in the same experimental conditions.

All treatments (drug injections and butter biscuit) were
given once daily during 14 days, and blood collections were per-
formed on WD1 or WD14 (Figure 1). During treatments, each rat
received drug injections or the natural reward at a rigorous time
point between 9:30 and 11:30 aM that never differed during the
14 days of treatment. On WD1 and WD14, each treatment group
was divided into 2 groups for blood collection: one was used for
the baseline sample collection at a time that differed from drug

Withdrawal
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Figure 1. Experimental procedures. Each rat daily received butter biscuit or drug injections (morphine or cocaine) at the same hour every day for 14 days. On the 1st
and 14th day after the end of the treatments, rats were sacrificed either at the usual hour of treatment or at another time, and plasma brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) levels were measured. D1, day 1; D14, day 14; WD1, withdrawal day 1; WD14, withdrawal day 14.
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or natural reward administration (i.e., between 2:30 and 5:30 Pm)
and the other one for sample collection at the hour of injection
(i.e., between 9:30 and 11:30 AM).

Blood Collection and Determination of BDNF
Concentrations

On WD1 and WD14, rats were decapitated after lethal injection of
pentobarbital, and trunk blood was collected into ethylenediami-
netetraacetic acid-coated tubes (Greiner Bio One, Les Ulis, France).
Blood was centrifuged at 2000 g for 10 minutes at 4°C, and plasma
was collected and immediately frozen at -80°C until further anal-
ysis. In our study, plasma was chosen, as we wanted to observe
only freely circulating BDNF levels to see the rapid alterations of
BDNF in blood at the usual hour of injection without any quan-
tification of BDNF stored in platelets (Lommatzsch et al., 2005).

Endogenous, mature BDNF was measured in undiluted
plasma using an ELISA kit according to the manufacturer’s
instructions (Emax ImmunoAssay System kit, Promega, France,
Charbonniéres les bains). Briefly, standard 96-wells microplates
(Nunc, Danemark) were coated overnight at 4°C with anti-BDNF
monoclonal antibody diluted in carbonate coating buffer. On
the following day, nonspecific sites were blocked with Block
and Sample buffer. Then, 100 pL of plasma was added to each
well before incubation with a specific polyclonal antibody. Then,
anti-immunoglobulin Y antibody conjugated to horseradish per-
oxidase was added. Finally, a chromogenic substrate was added
before stopping the reaction by adding 1 N hydrochloric acid,
and the absorbencies were read at A (Perkin Elmer, Victor
TMX4 Multilabel plate reader).

According to the manufacturer’s protocol, the BDNF ELISA kit
has <3% cross-reactivity with other related neurotrophic factors
like NGF, NT-3, or NT-4 and the sensitivity is 15.6 pg/mL.

450nm

Statistical Analysis

In figures 2 and 4, mean values are expressed as percent change
in BDNF levels at the hour of injection normalized to basal
BDNF levels measured in animals that received the same treat-
ment and were sacrificed out of the usual hour of injection. In
Figure 3, mean values are expressed as percent change in basal
BDNF levels normalized to BDNF levels from control rats (saline-
treated rats or rats only fed with standard chow) sacrificed out
of the usual hour of injection or the usual presentation of the
natural reward.

Significance was tested by unpaired Student’s t-test.
Statistical tests were conducted with Graphpad Prism 5 soft-
ware. Significance was set at P<.05.

Results

BDNF Levels in Control Animals

We first analyzed the plasma BDNF level of saline-treated rats
to ensure that 14 days of saline injections do not alter the BDNF
level at the usual hour of injection compared with the basal
level. We showed that there was no modification of the BDNF
levels between the 2 time points (t,,=0.38, P=.71) (Figure 2).
Basal Plasma BDNF Levels After Different
Treatments on WD1 and WD14

On WD1, a 2-tailed t-test revealed a decrease of basal plasma
BDNF level in cocaine-treated (t,,=2.19, P<.05) (Figure 3a), but

(16)
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Figure 2. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels in control rats at the
usual hour of saline injection and on a basal level on withdrawal day 1 (WD1).
Each rat received 14 days of saline injection and was sacrificed either at the
usual hour of injection or at another time of saline injection on WD1 (basal
level). Data (mean + SEM) are expressed as percent of BDNF level normalized to
basal levels (n=6-10) and were compared by a 2-tailed Student t-test.

not in morphine-treated (t,, =0.75, P=.47) (Figure 3b) rats, in
comparison with the saline control group. Rats that were pre-
sented daily with the natural reward had a significantly higher
basal BDNF level in plasma compared with rats receiving the
same amount of standard chow (t,,=4.58, P<.001) (Figure 3c).

To investigate whether the effects observed were long last-
ing, plasma BDNF levels were quantified 14 days after the end of
treatments. As shown in Figure 3, rats withdrawn from cocaine
showed a decrease in basal plasma BDNF levels on WD14 com-
pared with the control group (t,,=8.50, P<.001) (Figure 3d). On
the other hand, a significant increase in peripheral BDNF level
was observed in morphine-treated animals (t,,=4.31, P=.001)
(Figure 3e). No statistical difference between rats receiving the
natural reward compared with those receiving the standard
chow was observed (t,, =1.07, P=.31) (Figure 3f).

(13)

Plasma BDNF Levels at the Usual Time of Treatment
on WD1 and WD14

On WD1, we observed an increase in the plasma BDNF lev-
els at the usual hour of cocaine injection compared with the
basal BDNF levels (t,,=2.16, P<.05) (Figure 4a). Similar results
were observed following morphine treatment (t,,=2.28, P<.05)
(Figure 4b). No modification of BDNF levels at the usual hour
of natural reward presentation was seen compared with basal
BDNF level (t,=1.75, P=.09) (Figure 4c). On WD14, the plasma
BDNF level was higher at the usual hour of injection for both
cocaine (t,,=5.46, P<.0001) (Figure 4d) and morphine-treated
rats (t ,,=2.175, P<.05) (Figure 4e) compared with the basal
BDNF levels. No significant difference in BDNF levels was seen
at the usual hour of natural reward presentation compared with
the basal levels (t,,=1.09; P=.29) (Figure 4f).

(14)

Discussion

The aim of this study was to compare the effect of different
substances, either drugs of abuse or natural reward, on periph-
eral BDNF levels 1 and 14 days after the end of treatments. Our
results provide evidence that both cocaine and morphine with-
drawal produce long-lasting alterations of plasma BDNF levels.
We also observed variations of BDNF levels at the usual hour of
injection compared with the basal levels measured at this an
hour that did not match with the usual hour of injection. This
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Figure 3. Basal brain-derived neurotrophic factor (BDNF) level in plasma after treatments on withdrawal day 1 (WD1) and withdrawal day 14 (WD14). Basal plasma
BDNF levels were analyzed in animals that were treated with either cocaine (a, d) or morphine (b, e) or were given the natural reward (c, f) for 14 days. Plasma was
collected 1 (a-c) or 14 (d-f) days after the end of treatments at hours that do not match with the usual hour of injection or food presentation (ie, in the afternoon).
Data (mean + SEM) are expressed as percent of BDNF levels normalized to the appropriate control (the group that received either saline injections or standard chow)
(n=6-10). Means were compared by a 2-tailed Student t test. *P<.05, **P<.01; **P<.001 vs control group.
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Figure 4. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) level in plasma at the usual hour of injection or natural reward presentation on withdrawal day 1 (WD1) and with-
drawal day 14 (WD14). Plasma BDNF levels were analyzed in animals that were treated with either cocaine (a, d) or morphine (b, e) or were given the natural reward (c, f)
for 14 days. Plasma collection was realized 1 (a-c) or 14 (d-f) days after the end of the treatments either at the usual hour of injection (or food presentation) or at another
time in the afternoon. Data (mean + SEM) are expressed as percent of BDNF levels normalized to basal levels (rats receiving the corresponding treatment but sacrificed at
another time than the usual drug injection or natural reward presentation; n=6-10). Means were compared by a 2-tailed Student t-test. *P<.05, ***P<.001 vs basal levels.

shows that only drugs of abuse are able to induce specific altera-
tions of peripheral BDNF levels at the usual hour of injection.
The natural reward chosen was a butter biscuit. According
to the experimental procedure described by Newman and col-
leagues (2013), we investigated the palatability of the biscuit. In
our experimental design, natural reward preference over stand-
ard chow was effective on the 4th day of food presentation after
1 to 2 days of novelty avoidance (data not shown). Interestingly,

the repeated presentation of the natural reward induced a
significant increase in plasma BDNF levels just after the end
of the treatment (on WD1), but this alteration did not persist.
A high plasma BDNF level was expected after the repeated nat-
ural reward presentation, because BDNF is known to regulate
hedonic feeding in mice (Cordeira et al., 2010). Moreover, it has
been suggested that BDNF is an important metabolic regula-
tor able to act in the periphery to normalize blood glucose in
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hyperglycemic rodents, although the intermediary mechanism
remains to be elucidated (for review, see Noble et al., 2011). In
accordance to this hypothesis, the body weight of the animals
receiving the natural reward did not differ from those receiving
the standard chow in our experiment. Thus, the higher BDNF
level observed during the early withdrawal could reflect a meta-
bolic response to counterbalance a body weight gain.

It is well known that repeated exposure to cocaine or mor-
phine leads to addictive behaviors that can arise from multiple
peripheral and central adaptations, which may differ depending
on the drug used (for review, see Badiani et al., 2011). In accord-
ance with these findings, we observed opposite alterations of
plasma BDNF levels after morphine or cocaine treatments.

On the 1st and 14th day of withdrawal from cocaine, lower
plasma BDNF levels were observed compared with saline-
treated rats. This result is in line with a recent clinical study
reporting a low serum BDNF level in 2-week-abstinent cocaine
patients with psychotic symptoms (Corominas-Roso et al.,
2013). In our experiments, we investigated only plasma BDNF
levels. Concentrations of BDNF in blood have been shown to
be correlated to specific brain tissue BDNF levels (Klein et al,
2010). With cocaine, most preclinical studies in rodents reported
a time-dependent increase in BDNF levels in brain after self-
administration experiments (Grimm et al., 2003; Li et al., 2013).
This is in contrast to the decrease in plasma that we observed
after our cocaine treatment. These discrepancies could be due to
the experimental protocol (e.g., self-administration procedures
s passive injections), as several studies have demonstrated dif-
ferent proteomic and genomic responses following self-admin-
istration compared with forced injections (Jacobs et al., 2002;
Fumagalli et al., 2013). Another possibility is that the correlation
between central and peripheral BDNF levels, proposed by Klein
and colleagues (2011), is region-specific and depends on the
structure studied. Moreover, it is well known that BDNF regu-
lations may be dependent on the withdrawal time (Fumagalli
et al., 2013). In our experimental study, we determined the BDNF
level in early withdrawal (i.e.,, on WD1 and WD14), whereas the
BDNF increase in the brain was reported between WD25 and
WD90 after cocaine self-administration sessions (Grimm et al.,
2003; Li et al,, 2013), with no modification on WD1. Thus, the
decrease observed in our study and the increase reported in the
literature may demonstrate that exposure to cocaine dynami-
cally deregulates BDNF levels.

The decrease of plasma BDNF level observed in the early
phase of withdrawal could also be a consequence of the anorex-
igenic properties of cocaine. Whereas a high BDNF level could
reflect a high metabolic response following food intake, a low
peripheral BDNF level may reflect a low basal energetic metab-
olism. Consistent with this hypothesis, a recent study found
lower peripheral circulating leptin (Ersche et al., 2013), an adi-
pose-derived tissue hormone, in cocaine patients, whereas high
leptin levels have recently been linked with high serum BDNF
levels in obese children (Ersche et al., 2013; Roth et al., 2013).

Contrary to cocaine, no alteration of plasma BDNF level
was found on the 1st day of morphine withdrawal, whereas
an increase of this neurotrophin was detected on WD14. This
time-dependent increase of the basal plasma BDNF level could
be associated with an incubation-like phenomenon. In line with
dynamic alterations of BDNF protein level, Krasnova and col-
leagues (2013) recently found increased BDNF protein levels and
BDNF receptor TrkB in dorsal striatum following 2 and 24 hours
of methamphetamine self-administration, whereas decreases
were reported after 1 month of abstinence. Moreover, if periph-
eral BDNF concentration reflects brain BDNF tissue (Klein et al.,
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2011), this is in agreement with previous work demonstrating a
higher level of BDNF gene expression in the medial cortex of rats
after 14, but not 1, day of forced abstinence following 2 weeks
of heroin self-administration (Kuntz-Melcavage et al., 2009).
However, this correlation is controversial, as some studies report
some discrepancies between peripheral and central BDNF lev-
els (Sartorius et al., 2009; Béjot et al., 2011). Furthermore, recent
studies reported high serum levels of BDNF in opiate-dependent
patients (Heberlein et al., 2011; Zhang et al., 2014), one of them
reporting an association between this high BDNF level and crav-
ing for heroin (Heberlein et al., 2011).

The most interesting results were obtained when compar-
ing the basal BDNF levels with the BDNF levels at the usual
hour of injection. We observed an increase of BDNF levels at
the hour of injection compared with another hour of the day.
This was observed only with drugs of abuse and was long-
lasting. In a preliminary study, we first determined that 14 days
of saline injection did not induce such modifications between
plasma BDNF levels at the usual hour of injection and a basal
level. This confirmed that even if levels of BDNF were to fluc-
tuate with the circadian rhythm (Bertani et al., 2010), it would
not interfere with our experimental protocol and results. The
usual time of injection may constitute an anticipatory condi-
tioned stimulus, subjected to the general laws of learning and
Pavlovian conditioning. Our experimental protocol is associated
with a specific temporal context (e.g., the hour of injection) and
a specific administration ritual (e.g., drug injection or butter bis-
cuit feeding). Thus, this temporal contextual cue could serve
as a conditioned stimulus, which reliably predicts the onset of
the substance. Interestingly, the alterations observed seem to
be specific to drugs of abuse and suggest that BDNF could be
studied as a possible biomarker specific to drugs of abuse, even
though further analyses are warranted.

The effect of the opioid system on hedonic control of
food intake is well established (Lutter and Nestler, 2009).
Endogenous opioid peptides influence palatability through mu
and delta opioid receptors (Kaneko et al., 2014; Katsuura and
Taha, 2014). However, BDNF levels were not different between
basal levels and levels at the time of natural reward presen-
tation. Further, Jutkiewicz and collaborators (Jutkiewicz et al.,
2006; Jutkiewicz and Roques, 2012) demonstrated that endog-
enous enkephalins are unable to regulate BDNF compared
with exogenous delta ligands. Thus, if we speculate a release
of endogenous enkephalins in our experimental conditions, it
is unlikely that they play a role in BDNF alterations observed
in this study. However, further studies would be necessary to
address this question.

In summary, both drugs of abuse and natural reward alter
plasma BDNF levels during withdrawal. However, only drugs of
abuse induced persistent alterations on WD14 with an increase
of the BDNF level after morphine treatment and a decrease after
cocaine treatment. Finally, we show for the first time that only
drugs of abuse are able to induce an increase in peripheral BDNF
levels specifically at the usual time of injection on WD1 and
WD14 compared with a basal level.
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Discussion générale et perspectives

“Ceux qui prétendent détenir la vériteé sont
ceux qui ont abandonné la poursuite du chemin
vers elle. La vérité ne se posséde pas, elle se

cherche ».

Albert Jacquard

148



GEOFFROY Héléne - Thése de doctorat - 2016

Plusieurs études cliniques ont montré |'existence d’habitude de consommation chez les toxicomanes.
En effet, certains vont plutot consommer le matin tandis que d’autres préféreront consommer le
soir. Selon le profil de consommation, des troubles psychiatriques ou des addictions bien spécifiques
ont été associés a la caractérisation de ces chronotypes chez les toxicomanes (Adan, 1994; Kervran et
al., 2015). Dans le cadre de I'addiction au tabac, une étude suggére qu’une mesure des symptomes
d’abstinence (craving, sevrage, affect négatif) a différents moments de la journée est plus pertinente
gu’une mesure unique réalisée au cours de la journée afin de mieux révéler la sévérité des
symptomes pour adapter les thérapies (Perkins et al., 2009). Le facteur temporel semble donc étre

un élément important a prendre en compte dans la prise en charge de I'addiction.

Les données obtenues au cours de ces travaux de thése au niveau central montrent qu’un traitement
chronique a la morphine entraine des neuroadaptations persistantes au cours du sevrage. Lorsque
I'intérét est porté sur les modifications survenant a I’heure a laquelle les animaux avaient I’habitude
de recevoir I'injection de drogues, de nouvelles adaptations sont observées et I'intérét réside dans la
rémanence de ces altérations spontanées au cours du sevrage. En effet, méme 14 jours aprés l'arrét
des traitements, nous avons observé des modifications neurochimiques et protéiques spontanées a
I’heure habituelle d’injection par rapport a une autre heure dans la journée. Cependant, d’apres nos
observations, au-dela des conséquences liées aux propriétés pharmacologiques de la morphine, les
injections chroniques par elles-mémes engendrent un conditionnement qui provoque également, des

altérations a I’heure habituelle d’injection d’une solution saline au cours du sevrage.

Les neuroadaptations engendrées par la morphine

éme

L'ensemble des résultats obtenus améne des corrélations possibles intéressantes : au 14" jour de
sevrage aprés un traitement chronique a la morphine, des augmentations du taux de BDNF mature,
du taux de dopamine extracellulaire et du taux de tPA sont observées dans le Nac core. Un lien entre
la dopamine et le tPA a déja été suggéré. L'équipe de Nagai et ses collaborateurs a montré que chez
des souris KO pour le tPA, la morphine n’induit plus de libération de dopamine dans le Nac (Nagai et
al., 2004b). Il est possible que dans nos conditions expérimentales, ces 3 éléments soient liés de
facon indirecte. Au niveau périphérique, une augmentation plasmatique de BDNF a également été

eme

observée au 14" jour de sevrage, ce qui va dans le sens d’une corrélation entre le taux de BDNF

central et périphérique (Klein et al., 2011). Il faut cependant rester prudent sur ces corrélations qui
semblent étre dépendantes des régions ou sous-régions du cerveau étudiées. En effet, aucune

éme

altération du BDNF mature n’a été relevée dans le shell au 14°™° jour de sevrage.
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La mémoire des injections

Nous avons vu précédemment que I'anticipation chez les animaux avait lieu quel que soit la nature
de la récompense : une récompense naturelle peut induire une anticipation comportementale, qui
peut se mesurer par une activité plus importante dans une roue (Mistlberger, 2009). Au niveau
biochimique, le processus semble différent car avec une récompense naturelle, aucune variation de
BDNF plasmatique n’a été relevée au 1% et 14°™ jour d’arrét de la présentation d’une récompense

naturelle (Geoffroy et al., 2014).

Chez les animaux traités a la solution saline, une augmentation non significative de la dopamine
extracellulaire a été observée, alors qu’une diminution des épines dendritiques a été relevée a
I'heure habituelle d’injection au 1° jour d’arrét des traitements dans le Nac core. Il semble donc peu
probable que la dopamine intervienne dans le phénomene de plasticité observée. Pourtant, il a été
montré que le stress activait sélectivement la transmission dopaminergique dans le Nac
(Abercrombie et al., 1989). Il est probable que dans nos conditions expérimentales (1) le stress de
manipulation et d’injection ne soit pas suffisant pour modifier la transmission dopaminergique ou
que (2) la transmission dopaminergique soit en effet altérée pendant le traitement mais ne perdure
pas aprés I'arrét du traitement. Les analyses de la signalisation du BDNF-TrkB dans les 2 sous-régions

du Nac au 1¥ jour de sevrage pourront amener des informations sur le lien entre le stress et le BDNF.

Au 1% jour de sevrage dans le shell, une augmentation des épines dendritiques a I’heure habituelle
d’injection de solution saline a été observée, par rapport au taux basal, et un traitement chronique a
la morphine masque les effets du stress dans cette région car aucune variation dans la densité des
épines dendritiques n’est observée avec la morphine. Au 14°™ jour de sevrage, une augmentation de
BDNF mature dans le shell a été observée chez les rats traités a la solution saline a I’heure habituelle
d’injection, par rapport a une autre heure de la journée. Avec la morphine, aucune altération n’a été
relevée dans le taux de BDNF. La morphine masque-t-elle également I'effet du stress en normalisant
le taux de BDNF mature dans le Nac ? C'est une hypothése qui pourrait étre vérifiée en observant la
voie du BDNF-TrkB dans le Nac aprés un traitement chronique a la morphine chez des animaux
surrénalectomisés. Plusieurs études ont en effet montré un lien entre le stress et le taux de BDNF.
Par exemple un stress de défaite sociale chez la souris augmente I'excitabilité des neurones de I'ATV

et augmente le taux de BDNF dans le Nac (Nikulina et al., 2014; Revest et al., 2014).

Chez les animaux traités a la morphine, des augmentations de dopamine extracellulaire, de proBDNF
et de BDNF mature ont été observées dans le Nac core, mais le phénomene semble ici indépendant

du tPA car aucune variation de la protéine n’a été observée. Ainsi, il est probable que les taux de
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dopamine et de BDNF soient corrélés. En effet, il a déja été montré que la dopamine régulait

I’expression du BDNF (Kippers and Beyer, 2001b).

Enfin, les analyses en cours sur la signalisation du BDNF-TrkB dans le Nac au 1% jour de sevrage
permettront également de préciser non seulement le lien éventuel entre le BDNF et la dopamine,
mais également le lien entre le taux de BDNF et la densité des épines dendritiques. En effet dans la
littérature, de nombreuses études montrent que le BDNF est impliqué dans le développement et la

plasticité des épines dendritiques (Chapleau et al., 2009; Lai and Ip, 2013).

Il convient de rester prudent sur l'interprétation des altérations de BDNF observées au niveau
central. En effet, plusieurs études ont démontré une hétérogénéité de résultats en fonction de la
modalité d’administration de la drogue (Fumagalli et al., 2013) et de la région étudiée. Une étude
approfondie de I'origine du BDNF central dans nos conditions expérimentales serait également
intéressante. Est-il plutot neuronal et intracellulaire ? Est-il plutdt astrocytaire? (Numakawa et al.,

2010)

Le BDNF : un biomarqueur potentiel ?

La recherche de biomaqueur est tres importante car elle permettrait de pouvoir prédire les épisodes
de rechute. Actuellement, les études d’imagerie fonctionnelle dont des stimulations cérébrales non

invasives sont prometteuses (Hanlon et al., 2016)

La spécificité des variations de BDNF plasmatique pour la cocaine et la morphine, mais pas la
récompense naturelle a I’heure habituelle d’injection de drogues au cours du sevrage ouvre des
perspectives trés intéressantes. Au cours de ces travaux de these, les animaux ont été intoxiqués a la
drogue. Il ne s’agit pas pour autant d’'un modele animal d’addiction qui requiert la mise en place
d’une prise volontaire de drogue et non son administration forcée. Ceci peut étre mis en place dans
un protocole d’auto-administration de drogue, olu les animaux, disposant d’un cathéter posé a
demeure dans la veine jugulaire, sont placés dans une cage d’auto-administration. Cette derniére est
équipée de 2 leviers, dont I'appui sur I'un est récompensé par une infusion de drogues car le cathéter
implanté chez I'animal est relié a une pompe d’infusion. L’application de ce protocole adapté a nos
conditions expérimentales permettrait d’observer (1) s’il existe une vulnérabilité plus importante a la
rechute, a I’heure habituelle d’auto-injection de drogue, lors de I'abstinence forcée, et si tel est le
cas, (2) si le BDNF est un bon biomarqueur de cette vulnérabilité plus importante a la rechute. Cela
donnerait a notre découverte une dimension pronostique qui pourrait constituer les prémices d’une
chronothérapie personnalisée aupres des patients toxicomanes. En effet, il s’agirait d’'une aide au
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pronostique d’une rechute imminente chez les toxicomanes, dans le but d’adapter leur prise en
charge thérapeutique au cours de la journée. Il est cependant possible que les modifications de BDNF
observées dans nos conditions expérimentales présentes ne soient pas retrouvées avec des

administrations contingentes de drogues.

Des altérations dans le taux de BDNF sont observées dans beaucoup de maladies
psychiatriques, comme dans la schizophrénie par exemple (Nurjono et al., 2012), et ne sont donc pas
restreintes a I’addiction. Méme en étudiant une pathologie ciblée, comme I'addiction a la cocaine, les
études divergent a cause des facteurs confondants. Les poly-consommations, la comorbidité, ou
encore la prise de traitements de substitutions rendent les interprétations des variations observées
difficiles. Est-il donc possible que le BDNF soit le biomarqueur de la rechute de demain ? Peut-étre
faudrait-il se concentrer sur la recherche de combinaisons de biomarqueurs pour cibler la maladie ?
Le taux périphérique de BDNF pourrait éventuellement étre associé a un marqueur de
I'inflammation, comme des interleukines (Frank et al., 2011; Heberlein et al., 2014; Narvaez et al.,
2013; Zhou et al., 2014). Dans la dépression le taux de BDNF a été associé au taux de corticostérone

(Blugeot et al., 2011).

Enfin, il nous est arrivé au cours de ces travaux de thése d’observer des variabilités interindividuelles
dans la réponse a un méme traitement pharmacologique. L’existence de populations répondant
différemment au sein d’'un méme groupe pose question. Cela reflete-t-il la différence de vulnérabilité
aux drogues, reportée chez ’homme ? L'étude du comportement dans I'addiction semble pour cela
indispensable, et de nombreux travaux caractérisent déja des endophénotypes qui prédisent certains

comportements (Belin-Rauscent et al., 2016). Mais quel est |'origine de ces endophénotypes ?

Depuis quelques années, le microbiote a suscité un grand intérét auprés de la communauté
scientifique. Il a été montré que certains patients alcoolo-dépendants avaient une augmentation de
la perméabilité intestinale et une altération de la composition de leur microbiote intestinal. Ces
patients présentaient un score plus important pour la dépression, I'anxiété, et le craving a I'alcool a
la fin du programme de détoxification. Les auteurs émettent donc I’"hypothese d’une communication
cerveau-intestin dans la dépendance a I'alcool, avec notamment une perturbation du microbiote
intestinal qui influencerait la sévérité des comportements de dépendance (Leclercq et al., 2014).
Notre microbiote influence-t—il notre réponse et notre vulnérabilité aux drogues ? L’apport de

certains probiotiques peut-elle influencer certains comportements liés a I'addiction ?

Des comportements altérés sont également relevés chez des souris axéniques. Chez ces animaux, en
leur implantant un microbiote d’une autre souris, il a été montré qu’elles présentaient alors le

comportement social de la souris donneuse (pour revue voir De Palma et al., 2015; Wong et al.,
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2015). La variabilité interindividuelle peut-elle s’expliquer par la différence de composition du
microbiote ? Des études a grande échelle seraient nécessaires pour répondre a ces questions

(Montiel-Castro et al., 2013).
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